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Die Wirkung steroider Hormone 
im Legeréhrentest. 


I, Mitteilung: 

Wirkungsunterschiede zwischen oestrogenen, androgenen und progesteronartigen 
Hormonen; Méglichkei einer Differenzierung zwischen diesen Gruppen. 
Von J. J. Duyvené de Wit. 

(Aus dem Institut fiir allgemeine Zoologie und dem Institut fiir vergleichende 
Physiologie der Universitat Utrecht, Holland.) * 

(Eingegangen am 28, Juli 1941.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Als Fleischmann und Kann (1) 1932 entdeckten, daB das Legeréhren- 
wachstum des weiblichen Bitterlings kiinstlich also auBerhalb der 
Laichzeit durch Zusatz von Follikulin zum Aquariumwasser hervor- 
gerufen werden konnte, meinten sie, daB diese Reaktion fiir das oestro- 
gene Hormon spezifisch sei. Aleiner (2) und Mitarbeiter fanden 1936, dais 
das Legeréhrenwachstum nach Zusatz von androgenem Hormon auftritt. 
Sie waren der Meinung, dai die Reaktion fiir dieses Hormon spezifisch 
sei. Wir fanden 1938, daB schon mit ganz geringen Mengen Progesteron 
und synthetischen Nebennierenrindenhormonen ein intensives Lege- 
réhrenwachstum hervorgerufen werden kann (3). Daraus geht hervor. 
da8 das Legeréhrenwachstum als solches nicht fiir eine bestimmte 
Hormongruppe spezifisch ist. 

Die praktische Brauchbarkeit der Legeréhrenreaktion wiirde denn 
auch alle Beachtung seitens der Endokrinologie verlieren, wenn nicht 
auf Grund ausgedehnter Untersuchungen hatte festgestellt werden 
kénnen, daB die Art, wie das Legeréhrenwachstum sich vollzieht (aus- 
gedriickt durch die Wachstumskurve), fiir die betreffenden Hormon- 
gruppen spezifische Merkmale aufweist. Damit gewinnt die Methode 
eine wesentliche Bedeutung fiir die Differenzierung dieser Hormon- 
gruppen. 

Im folgenden werden wir zeigen, welche Unterschiede die Lege- 
rohrenwachstumskurven aufweisen, je nachdem die Reaktion durch 
ein oestrogenes, androgenes oder progesteronartiges Hormon hervor- 
gerufen wurde. 


Methodisches. 

Die Ausfithrung des Legeréhrentestes fiir quantitative Zwecke ist 
an anderer Stelle (4) ausfiihrlich beschrieben worden. Die mathematische 
Bearbeitung der MeBresultate hat erwiesen, da die systematischen und 

* Mitteilung 10 der Arbeitsgemeinschaft fiir Endokrinologie, Utrecht. 
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zufalligen Fehler in der MeBmethode so klein sind, daB man die \ gestell 
resultate bei richtiger Ausfiihrung der Methode als quantitatiy 51/,sti 
zeichnen darf. etwa | 
Die Legeréhrenlange wird in A. E. ausgedriickt, siehe Abb. 1. Eine A. & Kurve 
(= 1 Afterflossen-Einheit) entspricht '/, der Lange des proximalen Stra))|; 
der gestreckten Afterflosse. Fiir jeden Versuch wurden immer mehrey 
(12 bis 48 Fische) benutzt, deren Empfindlichkeit 1 bis 2 Tage vorher dur! 
Reaktion auf eine Standardmenge von 10 y Progesteron zu 750 cem Was~ 
(22°C) kontrolliert wurde. Die folgenden Wacl- 
tumskurven stellen immer den Mittelwert ein 
groBen Anzahl individueller Kurven dar. £, 
wurden nur diejenigen Versuche beriicksichtig(. 
denen die Fische eine groBe Empfindlichkeit «ui 
wiesen; die typischen Merkmale der Wachstim 
kurven treten dann am besten in Erscheinuny 
In Zeiten relativer Unempfindlichkeit ist de: 
Kurvenverlauf niedriger und die typischen Mer! 
male der Kurven treten bei den verschiedee 
Hormongruppen weniger deutlich hervor. 
Weil die Bitterlinge sich auBerhalb der Laic! 
zeit als physiologische Kastraten verhalten, werde: 
die experimentell hervorgerufenen Reaktione: 
nicht durch autonomes Legeréhrenwachstum & 
stort. 
Wirkungsart der steroiden Hormone. 
An dieser Stelle sei daran erinnert, dai 
die steroiden Hormone, unabhangig davon, ob 
sie beim Saugetier androgene, oestrogene, pro 
gesteronartige oder cortinartige Wirkungen 
haben, beim Bitterlingweibchen ausschlie{3\ich 
auf die Hypophyse einwirken (5). 
Dort wandeln sich acidophile Zellinseln in basophile um, als Zeichen de1 
gonadotropen Hormonausschiittung (6). Das gonadotrope Hormon bewirkt 
eine rege Gelbkérperbildung im Ovar, wobei reife Eier durch Einwanderung 
von Granulosazellen in ihr Plasma zu Priéovulationsgelbkérpern werde: ia 
Diese bilden ein Hormon (von uns Oviduktin genannt), das die Legeréhr: ¥ 
wachsen laiBt. Oviduktin und Progesteron sind nicht identisch, weil da- abha 
Oviduktin direkt auf die Legeréhre und das Progesteron ausschlietilic! oestr 
indirekt, naimlich tiber die Hypophyse, einwirkt. Typ 
Hormonzusatz. 
Die in den folgenden Versuchen verwendeten, in Wasser schwe! 
léslichen, kristallinischen Hormone wurden in Propylenglykoll gelést und | 
dann dem Wasser zugesetzt. In dieser Weise lassen die Stoffe sich im wur 
Wasser homogen dispergieren bzw. suspendieren. darg 
** if l- bi 
A. Legeréhrenwachstum nach Zusatz von oestrogenem Hormon. poe 
Durch Zusatz von 1500 y Oestron zu 750 ccm Wasser (22° C) wurd: nach 
ein Legeréhrenwachstum hervorgerufen, das in Abb. 2 graphisch da: fallt 
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gestellt ist. Die typischen Merkmale dieser Kurve sind: 1. eine 
5! ,stiindige Latenzzeit und 2. ein gradliniges Wachstum wahrend 
etwa 60 Stunden, wie aus Abb. 3 (Abb.2 enthalt nur einen Teil der 
Kurve) hervorgeht. Die Abb. 3 zeigt auBerdem, da das unter 1. und 2. 
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Gesagte auch fiir andere Oestronkonzentrationen zutrifft, also un- 
abhangig von der Hormonkonzentration ist. Die Kurven anderer 
oestrogener Hormone, wie Oestradiol und Oestriol, zeigen den gleichen 


nN 
['vpus. 
B. Legeréhrenwachstum nach Zusatz von androgenem Hormon. 


Durch Zusatz von 300 y Dehydroandrosteron zu 750 ccm Wasser 
wurde ein Legeréhrenwachstum hervorgerufen, das in Abb. 4 graphisch 
dargestellt ist. Die typischen Merkmale dieser Kurve sind: 1. eine 
l- bis 2stiindige Latenzzeit ; 2. ein 10- bis 12stiindiges Wachstum (siehe 
auch Abb. 5); 3. eine Diskontinuitat in der Wachstumskurve 51/, Stunden 
nach Hormonzusatz, wodurch die Kurve in zwei Phasen auseinander 
fallt, namlich eine 4!/,stiindige Wachstumsphase zwischen 1 und 

20* 
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d!/y Stunden nach Hormonzusatz und 2. eine 41/5- bis 61/,stiindiy 
Wachstumsphase zwischen 51/, und 10 bis 12 Stunden nach Horm 


zusatz. Diese Merkmale sind wiederum unabhangig von der Horm: 
konzentration, wie aus Abb. 5 hervorgeht. Die Kurven von andere) 
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Abb. 5. 


androgenen Stoffen, wie Androstendion, Cis- und Trans-testostero: 
Androstendiol, Androstandion, Cis- und Trans-androsteron. Cis- und 
Trans-dihydrotesteron, Androstandiol, sind vom gleichen Typus. 


C. Das Legerohrenwachstum nach Zusatz von progesteronartigen Stoffen. 


Durch Zusatz von 3 y Progesteron zu 750 ccm Wasser wurde cil 
Legeréhrenwachstum hervorgerufen, das in Abb. 6 graphisch dargeste!!t 


ist. Die typischen Merkmale dieser Kurve sind: 1. eine einstiindive 


7. 


Latenzzeit ; 2. ein geradliniges Wachstum wahrend 31/, Stunden. Dir 


Abb. 7 zeigt, daB diese Merkmale auch fiir andere Progesteronkonzentri- 


tionen zutreffen, also von der Hormonkonzentration unabhangig sinc 
Auch dem Progesteron nahe verwandte Stoffe, wie Allopregnandio: 
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Allopregnanolon, Pregnendion, Pregnenolon, Pregnandion, Pregnano- 
lon und Pregnandiol, die beim Saugetier unwirksam sind, rufen 
beim Bitterling ein Legeréhrenwachstum hervor. Die mit den sieben 
erstgenannten Stoffen erhaltenen Wachstumskurven sind vom Typus 
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Abb. 6. 
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der Progesteronkurven, die Wachstumskurve des Pregnandiols ist vom 
androgenen Typus. Letzterer Stoff gehért aber zu den im Legeréhren- 
test unwirksamsten. 

Auch Corticosteron und Desox veorti- 
costeron sind im Legeréhrentest wirksam. 
Die damit erhaltenen Wachstumskurven 
sind wie zu erwarten vom Pro- 
gesterontypus. 

Um den Unterschied in der Form 
der in den Abb. 2, 4 und. 6 dargestellten 





Wachstumskurven deutlicher hervorzu Abb. 8. 
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heben, sind sie nochmals in Abb. 8 zusammen wiedergegeben. Da < 
tvpische Kurvenverlauf, je nach Zusatz von Progesteron, Dehyd: 
androsteron oder Oestron, von der Konzentration dieser Stoffe una} 
hangig ist. so geht aus dieser Abbildung hervor, dap durch den Liy 
rohrentest sich die Wirkungen dieser drei Gruppen differenzieren lass 
Das experimentum crucis wurde geliefert, als uns 1939 ein bekannt 
Endokrinologe besuchte, dem unsere Behauptung, es ware mit dem Leg 
roéhrentest méglich, schon innerhalb von etwa 7 Stunden zu entscheiden, 
ein Praparat zur Oestron-, Androsteron- oder Progesterongruppe gehor 
selbstverstandlich unglaubwiirdig vorkam. Wir luden ihn ein, in unse: 
Abwesenheit Lésungen eines Oestradiol-, Testosteron- und Desoxycort i 
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Abb. 9. Diese mittlere Wachstumskury: 
| wurde erhalten nach Zusatz von 10 7 Des 
“| oxycorticosteron auf 750 ccm Wasser, 
22°C. (Mit niedrigeren Konzentrationen 
wiire die Latenzzeit 1 Stunde geblieben.) 
a 7 2 Fs ¥ 5 6 Sta. 7 
Be Abb. 10. Diese mittlere Wachstumskurvé 
wurde erhalten nach Zusatz von */, meg 
7 Testosteron auf 750 ccm Wasser, 22° ¢ 
| (Mit héheren Konzentrationen wiirde man 
kein gréGeres Legeréhrenwachstum — also 
0 4 keine steilere Kurve erhalten haben 
2 5 : . 
AC Abb. 11. Diese mittlere Kurve wurde e1 


halten nach Zusatz von 507 Oestradiol 
auf 750 com Wasser, 22°C. (Mit héheren 
Konzentrationen wiire die Latenzzeit 

4'/, Stunden geblieben und wiirde dic 
] 2 3 4 5 6 Sa? Kurve kaum steiler verlaufen.) 








steronpraparates dem Wasser mit verschiedenen Gruppen von Bitterling 
weibchen zuzusetzen. (Desoxycorticosteron verhalt sich, was die Form de: 
Wachstumskurven anbelangt, im Legeréhrentest fast gleich wie Pro 
gesteron.) Eine Assistentin maf dann stiindlich das Legeréhrenwachstun., 
wobei folgende Kurven erhalten wurden: Abb. 9,10 und 11. Schon nach etwa 
7 Stunden waren die Desoxycorticosteron-, Oestradiol- und Testosteronkurver 
zuunterscheiden. Diese Ergebnisse entsprachen durchaus unserer Vorhersay: 

Es ist auffallend, daB8 man durch Kombination einer Progesteron- 
und Oestronkurve eine Kurve erhalten kann, die dem androgenen 
Kurventypus entspricht. Bei einer solchen Betrachtungsweise waren 
dann bei der Kurve vom androgenen Typus zwei Phasen zu unte? 
scheiden: 1. eine Progesteron- und 2. eine Oestronphase. Dieser Um 
stand ist interessant mit Riicksicht auf die Tatsache, daB die meisten 
androgenen Stoffe beim Warmbliiter auch oestrogene und progesteron 
artige Wirkungen zu entfalten vermégen [Korenchevsky (7), 1936) und 
deshalb eigentlich ambisexuell sind. 
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Die obenangefiihrte Differenzierungsméglichkeit zwischen Lésungen, 
die nicht mehr als einen oestrogenen, androgenen oder progesteron- 
irtigen Stoff enthalten, hat zunachst nur theoretische Bedeutung. 
Viel wichtiger ware es zu wissen, ob der Legeréhrentest den Nachweis 
bestimmter Substanzen in Hormongemischen, wie Driisenextrakten usw.. 
ermodglicht. .Die Beantwortung dieser Frage sei vorweggenommen: die 
Methode hat sich als geeignet erwiesen zum Nachweis: a) verschiedener 
zum Teil wahrscheinlich unbekannter) Wirkstoffe im menschlichen 
Harn, in Extrakten aus Testes und gelbkérperfreien Ovarien: b) des 
Progesterons in Placenten, einzelnen Corpora lutea und Follikelsaft ; 
ec) des (u. E. ,.eigentlichen‘') Nebennierenrindenhormons im Cortin. Nicht 
geeignet scheint die Methode uns dagegen zum Nachweis oestrogener 
und androgener Stoffe in Hormongemischen bzw. Driisenextrakten: 
|. weil die Reaktion auf oestrogene Stoffe meistens getriibt wird durch 
die soviel frither und starker einsetzende Wirkung eventuell vorhandener 
progesteronartiger Stoffe:. 2. weil fiir eine Reaktion auf androgene 
Stoffe unphysiologisch grofe Hormonmengen, wie etwa !), mg (in 
750 com Wasser) nétig sind, um ein gut meBbares Legeréhrenwachstum 
m erzeugen. Fiir androgene Wirkstoffe ist die Methode also nicht 
empfindlich genug. 

Vor der Behandlung der unter a) bis c) genannten Themen miissen 
aber die Wirkungen der wichtigsten Vertreter der Oestron-, Androsteron- 
und Pregesterongruppe naher erértert werden. Dies soll der Gegen- 
stand der folgenden vier Mitteilungen sein. 


Zusammenfassung. 

Es wird nachgewiesen, daB sich mit dem Legeréhrentest, wie wir 
ihn ausfiihrten, ein Wirkungsunterschied zwischen Stoffen aus der 
Oestron-, Androstan- und Pregnanreihe erkennen laBt. Die Methode 
gestattet deshalb eine Differentialdiagnose zwischen oestrogenen, 
androgenen und progesteronartigen Wirkstoffen. 


Diese Untersuchung wurde unterstiitzt durch ein Stipendium der 
Jan-Dekker-Stiftung. 
Literatur. 
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Methode zur Bestimmung 
kleiner Mengen von g-Alanin in tierischen 
und pflanzlichen Substanzen. 
Von 
Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 18, Juli 1941.) 


Durch die Untersuchungen der letzten Jahre hat $-Alanin erhe|) 
liches Interesse gewonnen, da sich gezeigt hat, da diese Aminosaur 


sei es fiir sich allein oder als Bestandteil der Pantothensaure, fiir Tiere 


und Pflanzen von groBer Bedeutung ist. 

Es ist anzunehmen, daB f-Alanin in der Natur vorkommt : hier 
iiber liegen jedoch nur sehr wenige Untersuchungen vor. Virtanen wid 
Laine (1939) konnten u.a. durch Anwendung der von Przyleeki und 
Kasprzyk (1937) angegebenen Methode nachweisen, daB f-Alanin von 
den Wurzelknollen der Leguminosen in groBen Mengen ausgeschieden 
wird. Die Halfte des von den Wurzelknollen abgegebenen Stickstoffs 
wird in Form von Asparaginséure ausgeschieden, durch deren | 
carboxylierung das f-Alanin wahrscheinlich entsteht. Es ist woll! 
anzunehmen, da eine derartige Entstehungsweise fiir #-Alanin recht 
allgemein ist. Nach Nielsen und Hartelius (1938) ist ferner das Vor 
kommen von /-Alanin in Bierwiirze wahrscheinlich. Wird namilich 
Bierwiirze mit groben Mengen von Hefe ausgeschiittelt, so wird diese 
etwa vorhandenes -Alanin aufnehmen, da es ein fiir Hefe wichtiye: 
Wuchsstoff ist: wie sich zeigte, wird die Wuchsstoffwirkung derartic 
dusgeschiittelter Bierwiirze auf Hefe durch Zusatz von p-Alanin sel 
erheblich gesteigert, wahrend die Wuchsstoffwirkung nicht aus 
geschiittelter Bierwiirze, die also ihren urspriinglichen Gehalt 
f-Alanin noch besitzt, durch Zusatz von f-Alanin nicht wesentli 
vermehrt wird. 

Bisher lag keine zur Bestimmung von f-Alanin geeignete Method: 
vor. Die obenerwahnte, von Virtanen und Laine benutzte Methode isi 
fiir die normalerweise in der Natur vorkommenden sehr geringen Menge! 
von p-Alanin kaum anwendbar; sicher wird nur in ganz wenigen Fille) 
soviel p-Alanin gebildet, wie von den Wurzelknollen der Leguminose: 
ausgeschieden wird. Da also anzunehmen ist, daB f-Alanin nur in ganz 
kleinen Mengen vorkommt, wahrend andererseits seine physiologisch 
Wirkung sehr gro} ist, haben wir versucht, eine biologische Method 
zu seiner Bestimmung auszuarbeiten. Wir haben hierzu die Wuchsstof! 
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wirkung des f-Alanins auf Hefe ausgewablt, weil p-Alanin seine maxi- 
male Wirkung auf den von uns benutzten Hefestamm schon bei einer 
Konzentration von 1/14-106 austibt (Vielsen und Hartelius, 1938). 

Bei Ausarbeitung einer solchen Methode st6Bt man auf die Schwierig- 
keit, daB einerseits 6-Alanin nicht der einzige auf Hefe wirkende Wuchs- 
stoff ist und daf andererseits die Anwesenheit von f-Alanin fiir das 
Wachstum der Hefe nicht notwendig ist: die Wuchsstoffwirkung des 
p-Alanins zeigt sich durch Steigerung des Hefewachstums auf das 
Doppelte oder Dreifache. Eine ahnliche Methode wie die von Schopfer 
(1935) zur biologischen Bestimmung von Aneurin benutzte (Phycomyces- 
Test) ist daher nicht anwendbar: man mu ein Verfahren anwenden. 
das die Wirkung anderer Wuchsstoffe ausschlieBt. 

Wir haben uns bei unserer Methode auf die Tatsache gestiitzt, dab 
die Wirkung des f-Alanins ein sehr scharf ausgepragtes Optimum zeigt. 
Bei Zusatz steigender Mengen von p-Alanin zu Hefekulturen wird ihr 
Wachstum um so starker gesteigert, je gréBer der Zusatz von /-Alanin 
ist, bis die optimale Menge erreicht ist. Hiernach wird weiterer Zusatz 
von f-Alanin keine weitere Steigerung des Wachstums bewirken, 
sondern man wird im Gegenteil infolge der hemmenden Wirkung 
iiberoptimaler Mengen von f-Alanin in der Regel eine schwache Ab- 
nahme des Wachstums finden. Fiigt man zu einer Hefenadhrlésung 
ohne Wuchsstoffe ein f-Alanin-haltiges Praparat, z. B. Blut, so wird 
das Wachstum der Hefe gesteigert, weil mit dem Blute sowohl f-Alanin 
als auch andere Wuchsstoffe zugefiihrt werden. Setzt man dagegen 
der Hefenahrlésung vor dem Versuch die optimale Menge an p-Alanin 
zu, so wirkt zwar das Blut auch weiter wachstumssteigernd: diese 
Steigerung beruht aber nur auf dem Gehalt des Blutes an anderen 
Wuchsstoffen, wohingegen sein Gehalt an §-Alanin nunmehr bedeutungs- 
los ist oder sogar infolge der Uberdosierung des p-Alanins schwach 
hemmend wirkt. Man kann daher den Gehalt eines Praparats, z. B. Blut, 
an f-Alanin bestimmen, wenn man zwei parallele Versuchsreihen 
ansetzt, von denen die eine die optimale Menge von f-Alanin, die andere 
dagegen kein f-Alanin erhalt, wahrend sie im iibrigen ganz gleich sind. 
Fiigt man nun zu beiden Reihen steigende Mengen von Blut, so ist bei 
geringerem Zusatz das Wachstum der Hefe am stirksten in der Versuchs 
reihe, die die optimale Menge von /-Alanin enthalt, weil dieser Stoff 
hier im UberschuB vorhanden ist. Sobald man jedoch so viel Blut 
zusetzt, dal} mit ihm die optimale Menge von f-Alanin zugefiihrt wird, 
so wird das Wachstum in beiden Versuchsreihen gleich gro, weil das 
im voraus zugefiigte #-Alanin keine Bedeutung mehr hat: bei noch 
groBerem Zusatz von Blut wird das Wachstum in der Versuchsreihe 
mit Zusatz von $-Alanin moéglicherweise sogar schwacher infolge seiner 
hemmenden Wirkung bei Uberdosierung. Die Blutmenge, die gerade 
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gleiches Wachstum in beiden Versuchsreihen bewirkt, enthalt also 
genau die optimale Menge an f-Alanin. Welche Menge von #-Alani: 
optimal ist, kann man durch Versuche mit reinem /-Alanin bestimme: 
Wir fanden das Optimum bei 2,25 y p-Alanin pro 55 cem Nahrlésung 
falls also z. B. Zusatz von 3,75 cem Blut zu 55 cem Nahrlésung in beide: 
Versuchsreihen genau das gleiche Wachstum ergibt, so enthalte) 
3.75 cem Blut 2,25 y p-Alanin, oder 1 cem Blut enthalt 0,6 y p-Alanin 

Der Vorteil dieser Methode besteht darin, da der Gehalt des 
Blutes an anderen Wuchsstoffen oder Nahrungsstoffen beim Vergleich 
der beiden parallelen Versuchsreihen bedeutungslos ist, da sie sich 
voneinander nur hinsichtlich des f-Alanins unterscheiden, 

Soll £-Alanin als Wuchsstoff wirken kénnen, so miissen in der 
Nahrlésung Biotin und Aneurin sowie entweder Glutaminsaure ode 
Asparaginsiure oder Asparagin vorhanden sein (Nielsen und Hartelius 
1939); da sich indessen Biotin stets in ausreichender Menge in den 
untersuchten Praparaten findet, braucht man es nicht zuzufiigen 
wohingegen Zusatz der beiden anderen Substanzen notwendig ist, da 
ihr Vorkommen in ausreichender Menge nicht immer zu erwarten ist 
Es ist erforderlich, die Hefe mindestens 20— 24 Stunden lang bei 20--25°. 
oder bei niedrigerer Temperatur entsprechend linger wachsen zu lassen 


Die Wuchsstoffwirkung des $-Alanins auf Hefe zeigt sich namlich bei 25° 


erst nach 16-—18 Stunden (Nielsen und Dagys, 1940). Diese Autoren 
fanden auBerdem, da man die Glutaminsaiure (bzw. Asparaginsiure 
oder Asparagin) durch Citronensaure ersetzen kann, wodurch obendrein 
die erforderliche Menge an f-Alanin auf etwa ein Zehntel herabgesetzt 
wird. Diese Methode ist indessen hier kaum anwendbar, da die Wirkung 
des p-Alanins in diesem Falle vom Gehalt des untersuchten Praparats 
an anderen Substanzen abhaingen wiirde; z. B. wiirde ein Gehalt an 
Asparaginséure usw. die Empfindlichkeit verandern und AnlaS zu 
falschen Resultaten geben. 


Praktische Ausfiihrung der Bestimmung. 


Im folgenden soll beschrieben werden, wie man die Bestimmung 
bei Vorliegen eines Praparats mit unbekanntem §-Alaningehalt am 
besten ausfiihrt. Da die Methode nur auf Messung des Hefewachstums 
beruht, so ist es grundsatzlich gleichgiiltig, ob man dieses Wachstum 
durch Wagung, Triibungsmessung oder auf andere Weise bestimmt. Da 
die meisten Laboratorien wahrscheinlich Triibungsmessung benutzen 
werden, sei diese Methode zuerst beschrieben. 


Die verwendete Nahrlésung hat pro Liter folgende Zusammensetzung 
0,7 g MgSO,:7H,O — 1,0g KH,PO, — 0,4g CaCl, -6H,O — 0,5 g NaC! 
— 0,6 g¢ (NH,),8O, — 5mg FeCl, - 6H,O — 50g Rohrzucker — 0,2 g Glu 
taminsaure 50 Aneurin und eventuell 0,20 Biotin. Die Glatamin 
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we kann man durch die gleiche Menge Asparagin oder Asparaginsaure 
etzen. Das Vorhandensein einer dieser Substanzen sowie von Aneurin 
t indessen notwendig, damit die Wuchsstoffwirkung des §-Alanins sichtbar 
wird (Nielsen und Hartelius, 1988). Zusatz von Biotin kann, wie in der 
Kinleitung erwiahnt, vielleicht vorteilhaft sein, ist aber, wenn kein Biotin- 
aparat zur Verfiigung steht, durchaus nicht notwendig. 


Das zu untersuchende Praparat wird mit Hilfe von HCl oder 
NaOH auf py von etwa 4,5 eingestellt; diese py-Einstellung braucht 
iedoch keineswegs genau zu sein, da erstens die Hefe nicht besonders 
px-empfindlich ist und da zweitens eine Abweichung des py in beiden 
Versuchsreihen gleichartig wirkte. Wir setzten die Versuche in Reagens- 
vlasern von 200 mal 25mm an: man kann aber auch jede beliebige 
andere GréBe brauchen, wenn nur alle Glaser eines Versuchs gleich 
sind. In jedes dieser Glaser pipettiert man 5 ccm des zu untersuchenden 
Praiparats in zunehmender Verdiinnung: fiir jede Verdiinnungsstufe 
werden vier Glaser beschickt. Je zwei dieser vier Glaser werden fiir 
die Reihe ohne £-Alanin benutzt, die beiden anderen fiir die Reihe mit 
j-Alanin. Die Versuche werden also mit Doppelbestimmungen durch- 
vefiihrt. 

Nun wird die Nahrlésung mit Hefe geimpft. Hierzu muB eine fiir 
p-Alanin empfindliche Hefe benutzt werden, wie z. B. die im hiesigen 
Laboratorium verwendete Saccharomyces cerevisiae C. L. 1. PreBhefe 
wird meist nicht verwendbar sein, da sie nicht geniigend empfindlich 
ist. Die Impfhefe laBt sich am leichtesten in Kolben mit 50 cem Nahr- 
lésung von der oben besprochenen Zusammensetzung ziichten; jedoch 
gibt man ihr in diesem Falle einen Zusatz von etwa 0,05°,, Malzextrakt 
oder von 1°, Bierwiirze. Die Impfhefe muB steril geziichtet werden. 
Nach zehntagigem Wachstum bei 20-—25° kann die Hefe zu Versuchen 
benutzt werden: sie bleibt mindestens 2 Monate lang brauchbar. Bei 
den Versuchen werden zur Impfung etwa 30 mg Hefe (Trockensubstanz) 
pro Liter Nahrlésung benutzt, d. h. der Inhalt eines Impfkolbens reicht 
fiir 3 Liter Nahrlésung. Dic Hefe wird auszentrifugiert, die iiberstehende 
Fliissigkeit sorgfiltig abgegossen und die Hefe griindlich in der Nahr- 
léisung aufgeschwemmt: bei gewéhnlichen Versuchen ist es nicht nétig, 
die Hefe auszuwaschen. 


In jedes Glas der Reibe ohne /-Alanin werden je 10 ccm der ge- 
impften Nahrlésung pipettiert. Wahrend des Pipettierens mu die 
Flasche mit der Nahrlésung 6fters geschiittelt werden, damit die Hefe 
gleichmaBig aufgeschwemmt bleibt. Es empfiehlt sich, zum Pipettieren 
eine automatische Pipette zu benutzen. Nach dem Pipettieren in alle 
Glaser der Reihe ohne §-Alanin werden dem Rest der Nahrlésung 120 y 
p-Alanin (in 10 cem Wasser gelést) pro Liter zugesetzt : hierauf werden 
in jedes Glas der Reihe mit f-Alanin je 10 cem pipettiert. Die durch 
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Zusatz der p-Alaninlésung hervorgerufene Verdiinnung der Nahrléswi. 
ist so gering, daB sie den Versuch nicht beeinfluBt. Der Versuch wir< 
unsteril angesetzt: die Glaser kénnen mit Porzellandeckeln od. de 
zugedeckt werden und bleiben sodann bei einigermaBen gleichmaige 
Temperatur von 20—-25° stehen. 

Nach eintagigem Stehenlassen (mindestens 20 Stunden) wird das 
Wachstum der Hefe mit Hilfe eines Nephelometers oder eventuell eines 
Komparators gemessen. Die Glaser mit denjenigen Konzentrationen 
des Praparats, die in der Reihe ohne f-Alanin geringeres Wachstiii 
hervorrufen als in der Reihe mit £-Alanin, enthalten nicht die geniigende 
Menge /-Alanin. Die geringste Menge des Praparats, die in beiden 
Reihen gerade gleich gutes Wachstum verursacht, enthalt genau di: 
Menge /-Alanin, die fiir optimale Wirkung notwendig ist, oder falls 
man die Intervalle nicht klein genug gewahlt hat — eventuell etwas mehr 

Die Menge /-Alanin, die gerade fiir optimale Wirkung erforderlich 
ist, muB durch einen besonderen Versuch bestimmt werden. In dersel ben 
Weise wie oben beschrieben werden 5cem einer #-Alaninlésung von 
abnehmender, genau bekannter Starke! zugefiigt und hierzu 10 com 
geimpfter Nahrlésung ohne #-Alanin hinzupipettiert. In diesem Falle 
ist es notwendig, der Nahrlésung Biotin? zuzusetzen. Das Wachstuim 
wird im iibrigen wie bei den gew6hnlichen Versuchen gemessen. 

Beim Versuch in den Tabellen | und Il wurde das Wachstum de1 
Hefe mit einem Zeiss-Tritbungsmesser in Verbindung mit dem Pul frich 
Photometer gemessen. Da nur die relativen Werte der Hefemengen 


' Die kauflichen Préparate von f-Alanin sind nicht immer ganz rein: 
ihr Gehalt an Verunreinigungen betragt jedoch nicht mehr als einige wenige 
Prozent. Falls man wiinscht, mit ganz reinen Praparaten zu arbeiten, mul 
man sie deshalb umkristallisieren und ihre Reinheit durch Schmelzpunkt- 
bestimmung und Stickstoffanalyse kontrollieren. 2 Falls kein reine- 
Brotinpraparat zur Verfiigung steht, kann man ein unreines Priparat ve 
wenden; jedoch darf der Gehalt des Praparats an #-Alanin nur gan 
gering sein. Gut geeignet ist Eidotterextrakt, wie ihn AKégl und Téniis 
(1936) als Ausgangsmaterial fiir ihre Biotindarstellung benutzten. 1 
hidotterextrakt wird hergestellt, indem man frische Eier zuerst hart kocht 
(15 Minuten) und dann den Dotter herausnimmt: dieser wird dann ze: 
driickt, mit z. B. 5 Teilen Wasser sorgfaltig verriihrt, eine Viertelstund 
lang gekocht und nach dem Abkiihlen filtriert. Statt hartgekochter E 
dotter kann man auch Trockenei (getrocknete Eidotter) verwenden. Vor 
einem Priiparat, das wir durch viertelstiindiges Kochen getrocknet: 
Kidotter mit 20 Teilen Wasser herstellten, muBten wir Leem pro Lit: 
Nahrlésung zusetzen, um ausreichendes Wachstum der Hefe zu erzicle 
Dieses Praparat enthielt 3 f-Alanin pro ccm; Benutzung dieses Praparat- 
zur Bestimmung des Optimumwertes von $-Alanin wirde also einen Fehi 
von 0,15 ergeben. Dieser an sich kleine Fehler 1aBt sich indessen «i 
durch korrigieren, da man nachtraglich den Gehalt des verwendete: 


Praparats an §-Alanin bestimmt. 
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von Interesse sind, werden in den Tabellen nur die an den Tromme!n 
direkt abgelesenen Werte angegeben (die den Hefemengen ungefahr 
umgekehrt proportional sind). Wie Tabelle I zeigt; steigt die Hefemenge 
mit der Konzentration des f-Alanins bis zu 0,65 y $-Alanin pro Glas; 
sodann halt sie sich konstant. 0,65 y bilden also die Menge, in der 
}-Alanin unter den gegebenen Versuchsbedingungen (in 15 cem Substrat ) 
optimal wirkt. Tabelle Ila und ILb zeigen als Beispiel zwei Versuche 
In 
Tabelle ILa werden groBe Intervalle verwendet. Wie man sieht, ist in 


zur Bestimmung des Gehalts von PreBbhefeextrakt an /p-Alanin. 
der Reihe ohne $-Alanin das Wachstum bei kleinen Zusitzen geringer 


Tabelle I. 
p-Alaninkurve, bestimmt mit Hilfe des Nephelometers. 
Nahrlésung mit Glutaminséure, optimalen Mengen Biotin und Aneurin 


sowie steigenden Mengen /-Alanin. 








Zugesetzte 


Substrat 


l 
0.9 
0.85 
0,8 
0,75 
0,7 


Tabelle Ila. 


Mengen 
-Alanin pro 15 ecm 


Abgelesener Wert 
auf der linken Trommel, 
wenn die rechte Trommel 

auf 100 steht 


10 
1] 
10 
12 
12 
11 


Bestimmung des 





Zugesetzte Mengen Abgelesener Wert 
j-Alanin prolieem auf der linken Trommel 
Substrat wenn die rechte Tromime! 
auf 100 steht 
0.65 13 
0.6 15 
0.5 18 
O3 45 
Kontrolle: 43 


8-Alaningehalts in PreBheteextrakt 





mit Hilfe des Nephelometers. 


I. Vorversuch mit gréBeren Intervallen. 





Abgelesener Trommelwert 
Niihrldsung mit Biotin 
Aneurin, Glutaminsiéiure 

und 1207 3-Alanin 
pro Liter 


Niihrlésung mit 0,2 ; 

Biotin, 50; Aneurin 

und 200 mg Glutamin- 
siiure pro Liter 


Zusatz pro 15cem Substrat 


0,5 cem Hefeextrakt ........... 8 8 
2 11 12 
0,1 14 1D 
0,05 18 19 
0.02 27 24 
0.01 40) D4 
0,005 “ ele fh aero 49 24 
0,002, -_ a at nd 25 
0.001 Ab 26 
0.0005 aR 265 
0,0002 ,, ep Ree ch ge : 58 24 
(0001 .. “3 ee ee D4 24 

Kontrolle: 54 ) 
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Tabelle I[b. Bestimmung des fP-Alaningehalts in PreBhefeextr: 
mit Hilfe des Nephelometers. 


II. Versuch mit kleineren Intervallen. 





Abgelesener Trommelwert 


Zusatz pro 15cem Substrat Nihrlésung mit Biotin, Nahrlésung mit Biot): 
Aneurin und Glutamin- Aneurin, Glutaminsi 
sdure und 3-Alani: 


0,1 ccm Hefeextrakt......... 13 15 
0,05 Be MIS Pe yee hrm arty 15 17 
0,045 _,, ie int, A ieee A sent 17 18 
0.04 ‘ss ree ee 18 18 
OT et oo re Rene 19 20 
0,03 ee ees ra es 23 19 
0,025 ,, ee LS ., 27 21 
OGe .; ES BoE See het 29 21 
0,01 Bi eo ee eee 46 21 

Kontrolle: 57 22 


als in der Reihe mit £-Alanin; bei Zusatz von 0,05 ccm pro Glas wir 
das Wachstum in beiden Reihen gleich gut; mit diesem Zusatz wird 
also die optimale Menge f-Alanin zugefiihrt. Die Menge an Hef 
extrakt, die optimale Wirkung ergibt, muB8 also zwischen 0,02. uni 


0,05 cem liegen. In einem neuen Versuch Tabelle ILb wurde desha!) 


der Hefeextrakt nochmals mit dichten Intervallen zwischen 0,02. wnd 
0,05 cem gepriift; auBerdem wurden einige Konzentrationen zu beiden 
Seiten dieses Intervalles gepriift. Der neue Versuch zeigt, daB de: 
ovtimale Wert bei Zusatz von 0,35 ccm Hefeextrakt pro Glas erreicht 
wird; diese Menge Hefeextrakt enthalt also 0,65 y f-Alanin, d.h. de: 
Hefeextrakt enthalt 19 y 6-Alanin pro ccm. 


Falls man wiinscht, das Wachstum der Hefe durch Wagung der ei 
standenen Hefemenge (Hefetrockensubstanz) zu messen, eine genaue! 
aber auch etwas umstindlichere Methode, benutzt man grundsitzlich di 
gleiche Versuchsanordnung, nur verwendet man statt der Reagensglis 
100 cem-Erlenmeyer-Kolben, in die 5cem des Praiparats und 50 eem 
impfte Nahrlésung pipettiert werden. Die zur Ziichtung von Hefe und 21 
Messung ihres Wachstums durch Wagung angewandte Methode haben wi 
im iibrigen friiher ausfiihrlich beschrieben (Nielsen und Hartelius, 1940 
Die Kolben werden nach Beschickung in den Thermostaten bei z. B. 25 
gestellt; nach 20—24stiindigem Wachstum wird der Inhalt der Kolbe: 
durch gewogene Jenaer Glasfilter-Tiegel 1G 4 filtriert, die nach sor: 
faltigem Ausspiilen bei 105° bis zu konstantem Gewicht (3—5 Stunden lany 
getrocknet und dann gewogen werden. 


Tabellen ITI und IV zeigen einige mit der Wagemethode ausgefiihir': 
Versuche; in Tabelle III wird untersucht, welche Menge /-Alanu 
optimal ist, wahrend bei den Versuchen in den Tabellen [Va und IV!) 
der Gehalt des Urins an f-Alanin bestimmt wird. Wie man sielit 
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wirken bei Benutzung dieser Methode 2,25 y $-Alanin optimal. Die 
\ersuche mit Urin ergeben, da 0,25 cem die optimale Menge /-Alanin 
enthalten, d. h. die untersuchte Urinprobe enthalt 9 y p-Alanin pro ccm. 


Tabelle III. 6-Alaninkurve. 
Wachstum der Hefe mit Zusatz von Glutaminsiure, optimalen Mengen 
Biotin und Aneurin und steigenden Mengen f-Alanin. 





Zugesetzte Menge Hefetrockensubstanz Zugesetzte Menge Hefetrockensubstanz 
j-Alanin pro 55 ccm pro 55 eem 3-Alanin pro 55cem pro 55cem 
, mg ; mg 

3,25 32,0 2 30.7 

o Saw 1,5 27,6 

2,75 32,5 1 21,8 

2,5 31,9 

2,25 32,6 Kontrolle: 9,3 





Tabelle 1Va. Bestimmung des Gehalts an £-Alanin in Urin 
nach der Wagemethode. 


I. Vorversuch mit gréBeren Intervallen. 











mg Hefetrockensubstanz mg Hefetrockensubstanz 
Nahrlésung Nahrlosung Nahrlésung Nahrlosung 
Zusatz mit 0,2; mit Biotin, Zusatz mit 0,2; mit Biotin 
pro 55 eem Biotin, Aneurin, pro 55eem Biotin, Aneurin, 
Substrat 50; Aneurin Glutamin- Substrat 50 7 Aneurin Glutamin- 
und 200 mg siiure und und 200 mg siiure und 
Glutaminséure 120 y 3-Alanin Glutaminsiure 120) 3-Alanin 
pro Liter pro Liter pro Liter pro Liter 
5 eem Urin 61,9 61,5 0,05 eem Urin 15,4 30,8 
ee ae 50.5 50.7 O02 .. an 11,9 30.6 
Es sos ‘ 12,9 43,9 ls ao Pe 11,0 29,1 
Pie - 39,4 39,3 
ae oe on 32,0 34,5 
KE és 22,0 31,6 Kontrolle: A 29,2 
Tabelle IVb. Bestimmung des Gehalts an B-Alanin in Urin 
nach der Wagemethode. 
II. Versuch mit kleineren Intervallen. 
mg Hefetrockensubstanz mg Hefetrockensubstanz 
Zusatz Nihrlésung Nihrlésung Zusatz Nahrlésung Naihrlésung 
pro 55cem mit Biotin, mit Biotin, pro 55 cem mit Biotin, mit Biotin, 
Substrat Aneurin und Aneurin, Substrat Aneurin und Aneurin, 
Glutamin- Glutaminsiiure Glutamin- | Glutaminsiure 
siure und 3-Alanin siiure und 3-Alanin 
0.80 cem Urin 37,6 37,6 0,25cem Urin 31,0 31,2 
0,50 ,, 99 36,1 35.6 0,20 ,, ” 27,3 30,8 
0,45 ,, ze 35,7 35,2 0,15 , re 24,1 30,7 
0,40 ,, me 35,2 34,7 0,10 ,, ss 20,7 rs 
0,35 ,, Pr 34.7 34,3 
0,30 ,, + 34.1 33,0 Kontrolle: 8,3 26,3 
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Die zu optimaler Wirkung erforderliche Menge p-Alanin ist fii: 


die gleiche Hefe und bei gleicher Versuchsanordnung fast konstant 
Ks ist also nicht notwendig, jedesmal bei Untersuchung des f-Alanin 


vehalts in einem Praparat auch das Optimum fiir reines f-Alanin 
bestimmen: es gentigt, diese Bestimmung ab und zu auszufiihren. 
welches Ve: 


der Methode hangt davon ab, 


fahren man zur Bestimmung des Hefewachstums anwendet. Triibungs 


Die Genauigkeit 
messung mit dem von uns verwendeten Triibungsmesser und die 
zuvor beschriebene Wagemethode ergibt eine Genauigkeit von etwa 
25.0% , 

Die kleinste Menge f-Alanin, die man mit der Methode bestimmen 
kann, betragt 0,13 y pro ccm der untersuchten Lésung. 

Um die Zuverlassigkeit der Methode zu priifen, wurde untersucht 
ob der Gehalt eines Praparats an f-Alanin nach Zusatz einer be- 
kannten Menge /-Alanin eine Verschiebung um die berechnete Meng: 
Als Praparat wurde Bierwiirze verwendet. Bei direkter Be- 
stimmung ergab sich als Gehalt der betreffenden Wiirze 0,45 y -Alanin 
Nach Zusatz von 0,50 y f-Alanin pro cem Wiirze zeigt: 
sie einen Gehalt von 0,90 y §-Alanin pro cem, also nahezu die be- 


zeigt. 
pro cem. 


rechnete Menge. 

Unter Verwendung der hier beschriebenen Methoden haben wir den 
Gehalt verschiedener Substanzen an f-Alanin bestimmt. Eine aus 
fiihrlichere Mitteilung iiber unsere Untersuchungen wird spater e1 
scheinen; unsere Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt. Aus 
der Tabelle geht hervor, da f-Alanin in allen untersuchten Substanzen 
(mit Ausnahme der mit PreBhefe ausgeschiittelten Bierwiirze) anwesend 
war, wenn auch nur in kleinen Mengen. /-Alanin scheint also in kleineren 
Mengen allgemein verbreitet zu sein: recht gro ist der Gehalt an 
§-Alanin in PreBhefe- und Sojabohnenextrakt, sowie in Urin und in 


Tabelle V. 


verschiedener pflanzlicher und tierischer Substanzen. 


B-Alaningehalt 











3-Alanin 3-Alanit 
pro leem pro lee 
Gain, ORIORe Tea 6 Sojabohnenextrakt .......... 8 
iy ae? Se 9 PreBhofeextrakt ............ 19 
Milch, Probe I....... 11 Bierwiirze, Probe I ......... 0,5 
Prope It ....... { ee | ere 0.45 
Kidotterextrakt ....... 3 PERS TEE. oo. 0,4 
Ochsenserum, Probe I.. 0,15 Bierwiirze (Probe I) 
Probe IT 0.3 ausgeschiittelt mit Bierhefe 0.1 
Schweineserum, Probe I D = PreBhefe 0,0 
Probe II 
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Milch, wahrend es in Blut, Eidotter und Bierwiirze nur in geringeren 
Mengen vorkommt. Der #-Alaningehalt in Urin, Milch und Blutserum 
ist sehr schwankend, wahrend der Gehalt in Wiirze sehr regelmabig 
ist. Aus Tabelle VI geht hervor, da der p-Alaningehalt in den ver- 
schiedenen Substanzen nur einen ganz geringen Teil der Gesamt- 
trockensubstanz von 1/1599 bis 1/1 300000 betragt: die Methode 


Tabelle VI. Trockensubstanzgehalt und Verhaltnis 
£-Alanin/Trockensubstanz der untersuchten Lésungen. 





mg Trockensubstanz Verhaltnis 
pro leem ¢-Alanin/Trocken- 
mg substanz 
reas NR Ce Sh er ee ie a 58 1/9709 
SMES SS gr Si oo ola telly, do aireitely Es 1/6200 
RONOMUNONG 8. 0s Sic sv clokiosecccnes ; 1.5 1/1500 
Ochsenserum, Probe I........ merle EI: OW) 1/600 000 
Schweineserum, Probe I.............. 101 1/50 000 
Sojabohnenextrakt ....... Sic cataye eh 18,5 1/2300 
TOU 6 6500-9 & prae exes sid oe ap one 32 1/1700 
Bierwiirze, Probe I ............. eRe 142 1/280 000 
ausgeschiittelt mit Bierhefe ... 129 1/1 300 000 
= . PreBhefe . 120 


yestattet somit das p-Alanin zu bestimmen, auch wenn die /-Alanin- 
menge weniger als !/, 999999 der Gesamtmenge der vorhandenen Stoffe 
betragt. Aus Tabelle V sieht man weiter, da® in unbehandelter Bier- 
wiirze (Probe I) 0,5 y f-Alanin pro cem zu finden ist, wahrend mit 
Bierhefe ausgeschiittelte Wiirze 0,1 y 6-Alanin! und mit PreBhefe aus 
veschiittelte Wiirze cine unbestimmbar kleine Menge enthalt. Der 
Gehalt der Bierwiirze an f-Alanin wird also durch das Ausschiitteln, 
besonders durch das Ausschiitteln mit PreBhefe, sehr stark herabgesetzt 
Dies stimmt vorziiglich mit unseren friitheren Untersuchungen (Nielsen 
und Hartelius, 1938) iiberein, die ergaben, daB mit PreBhefe aus- 
geschiittelte Bierwiirze sehr arm an f-Alanin wird, wahrend der 
Gehalt der Bierwiirze an f-Alanin nach Ausschiitteln mit Bierhefe 
weniger stark abnimmt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur biologischen Bestimmung des #-Alanins 
beschrieben, die auf der Wuchsstoffwirkung des #-Alanins auf Hefe 
beruht. Die Methode gestattet, sehr kleine Mengen #-Alanin bis 
m 0,13 y pro ecm zu bestimmen. Die Genauigkeit der Methode 
betragt etwa 25°, 


1 Die Probe wurde vor der Bestimmung eingeengt. 
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Unter Verwendung dieser Methode wurde der Gehalt verschied 
tierischer und pflanzlicher Praparate an f-Alanin bestimmt. Hier! 
zeigte sich, daB f-Alanin in kleineren Mengen wahrscheinlich allgeme;; 
verbreitet vorkommt; Urin, Milch, PreBhefe und Sojabohnen entha|: 
recht groBe Mengen f-Alanin, wogegen es in Eidotter, Blutserum 
Bierwiirze nur in geringerem Mae vorhanden ist. 
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Konduktometrische Titrationen 
verdiinnter Lésungen. 
Von 
H. Kunst und H. Berkelbach y. d. Sprenkel. 


(Aus dem Laboratorium fiir Embryologie und Histologie der Reichs-Univer 
sitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 18. Juni 1941.) 


Mit 11 Abbildungen im Text 


Nachdem wir eine Methode zur potentiometrischen Bestimmung 
von Aquivalenzen ausgearbeitet hatten!, versuchten wir, diese Ergeb- 
nisse auf dem Wege konduktometrischer Titration zu priifen, vor allem 
aus dem Grunde, weil die ermittelten pqy-Kurven von 
den theoretisch zu erwartenden Kurven abwichen. wv & 


— : LS ; S Xo 
Kin Vorzug der Konduktometrie ist der, daB hier ki AD 
wahrend der Messungen die Lésungen nicht mit KCI 1 fh 
verunreinigt zu werden brauchen. ‘ 4 

ae 


Methodik. 


Zur Messung des Leitvermégens benutzten wir 
Philips elektrischen MeBapparat G. M. 4140 (,,Philos- 
cop’), der aus einer MeBbriicke nach Wheatstone und 
einem Kathodenstrahlindikator besteht. Ein Philips- 
Niederfrequenzgenerator (G. M. 4260) gab den Wechse! 
strom (1000 Hz). Mittels dieser Briicke wurde der 
Widerstand einer Tauchelektrode (Abb. 1) Typus 
Philips G. M. 4221 bestimmt, von der die um die 
Platinelektroden befindliche Glashiilse weggenommen 
war, damit keine N,-Blasen zwischen die Elektroden 
geraten kénnen (Stickstoff wurde in der gleichen i 


wes: ae 








Weise wie bei den py-Bestimmungen durchgeleitet, { x 
damit CO, aus der Lésung vollstandig entfernt bzw. aU | 
ferngehalten wurde). Die Zellenkonstante unserer Y= 


Tauchelektrode war 0,884 (bestimmt mittels KCl- dan Sean ees 

Lésungen n/10, n/50 und n/100). Zellenkonstante — 6G. M. 4221, geiindert 
c/R(c = bekannter spezifischer Widerstand der 

KCl-Lésung, R = gemessener Widerstand). Unsere Tauchelektrode hat. 

in das von uns gebrauchte Wasser getaucht, zwischen ihren Elektroden 


1H. Kunst u. H. Berkelbach v.d. Sprenkel, diese Zeitschr. 309, 77, 1941 
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einen Widerstand von etwa 10 Megohm,. Damit es méglich ware, genau «i! 
zulesen, muBten wir mit einem Widerstand arbeiten, welcher geringer «|. 
2 Megohm war: zu diesem Zwecke schalteten wir, der Tauchelektrocd 
parallel, einen Stabwiderstand von 2,575 Megohm ein. Die Aufstellung 
des Becherglases, die Einleitung und Reinigung des Stickstoffs, di: 
benutzten Biiretten usw. waren die gleichen wie bei der py-Bestimmune 
mit der Glaselektrode (vgl. unsere frithere Mitteilung!). Da wir Wide: 
standsanderungen, welche durch Zusatz von Mengen von 1 emm 
n 100 Saure oder Lauge zu 75 cem Wasser verursacht wurden, be 
stimmen wollten, waren wir gezwungen, den Widerstand nicht unte 
3/19 Megohm fallenzulassen: wenn dies geschah, so wurde der Stab 


widerstand ausgeschaltet. 
Theorie der Methode. 

Wird einer HCl-Lésung NaOH hinzugefiigt, so wird das Lei: 
vermégen proportional zu der zugegebenen Menge NaOH fallen, wei 
eine Anzahl H-Ionen mit einer gleichen Anzahl OH-lonen zu Wasse: 
vereinigt ausgeschaltet wird und durch eine gleiche Anzah! Na 
Ionen, deren Beweglichkeit geringer ist als die der verschwundene: 
H-Ionen, ersetzt wird. Nach Uberschreitung des Aquivalenzpunktes 
wird eine weitere Zugabe von NaOH eine Steigerung des Leitvermégens 
welche der NaOQH-Menge proportional ist, zur Folge haben. Damit 
hat man hier im Prinzip eine Methode zur Bestimmung des Aquivalenz 
punktes. Das Minimum des Leitvermégens zeigt also den Endpunki 
der Titration. Bleibt diese Methoce auch ohne weiteres anwendbar zw 
Bestimmung des Aquivalenzpunktes bei NaOQH- und HCt-Lésungen 
welche so schwach sind, da damit zu rechnen ist, daB sich in dem 
Wasser immer (auch im Aquivalenzpunkt ) H- und OH-Ionen befinden 
Zur Beantwortung dieser Frage haben wir eine sclche Titrationskury: 
fiir unsere NaOH- und HCl-Lésungen von bekannten Konzentration: 
berechnet (Abb. 2 und 3). 

Angewandte Formeln. Eine Menge von 75 ccm Wasser, der a cm 
NaOH n/100 + nmemm HCl n/100 zugegeben ist, enthalt eine Konzen 


n ~ 1000 
tration von Cl-Ionen —..- 10-6. —— Aq./L. 
100 1D : 
: 7 : ; m RF «. ; 
Die Na-lonenkonzentration ist — . 10~-*--—— Aq./L. 
100 15 : 
Die OH-lIonenkonzentration wird berechnet aus 
al , 1000 n 1000 
Con +L -10 .——— o tS. = * 
Con 100 75 100 75 


Das Leitvermégen unserer Lésung ist 


0,333 Cy + 0.187 Con + 0,0713 Co, + 0,0464 Cy,. 


1 H. Kunst u. H. Berkelbach v. d. Sprenkel, diese Zeitschr. 309, 77, 194! 
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Aus den Abbildungen ist ersichtlich, da die o,,,-Kurve nicht 
einen scharfen Winkel, sondern eine Sackform aufweist und da das 
Minimum dieser Kurven nicht mit dem Aquivalenzpunkt iibereinstimmt. 
Letzterer wird durch Cy = Coq bestimmt, weil wir annehmen diirfen. 
da NaOH und HCl bei dieser Konzentration quantitativ ionisiert sind. 

Durch die Wechselwirkung zwi- 
schen den OH- und H-Ionen des 
Wassers und den zugegebenen H- und 
i OH-lIonen entsteht die Sackform 


Cy" | 
\ | 
* 1 Con * 
* 
\ r 
\ Con 
. \ 4 
\ 
* 
\ aX ‘ 
\ é t.* 
\iy Ly 
\ or a, 
\ 1 ; 
\ 4 i" j 
+ \ \ , 
Oy 
* é ® Oro 
ae, ue - 
/ $ 7 
pee Oo 
. ya 
= 4 * 
« 8 . 
-“o..* 
No 
Pi ‘ - . \s ° a 
* 
+ . . . 
Ong ° a 
. e “a On ° 
% ” 
° ° 8 a 
4 ° 
e . 
° . . 
. . 
Car ° ° ‘ Oy . 
4 5 6 7 8 g - 5 6 7 8 J 10 
NaH—= HCL —e~ 
Abb. 2. Zugabe von Lauge zu 8 Biiretten- Abb. 3. Zugabe von Saure zu s Biirettenteilen 
teilen HCl, NaOH, Siehe Tabellen auf 8S. 320/21 


Abb. 2 und 3. Theoretische Titrationskurven von HCl und NaOH 


der Leitvermégenskurve, durch das Vorhandensein von H- und OH- 
Ionen in reinem Wasser steht die theoretische py-Kurve in dem Aqui- 
valenzpunkt nicht senkrecht auf der Abszisse. Dennoch ist mit dieser 
Methode das Bestimmen des Aquivalenzpunktes moglich, und zwar in 
folgender Weise: auf beiden Seiten des Sackes lauft die Leitvermégens- 
kurve véllig gerade; wenn man diese véllig geraden Teile extrapoliert, 
so wird der Schnittpunkt senkrecht unter dem Aquivalentpunkt liegen. 
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Lrgebnisse der konduktom: trischen 





H. Berkelbach v. d. Sprenkel : 


Wethode. 


1. Anderung des Leitvermégens mit der Zeit. 


Aus einer systematischen Untersuchung der Anderung des Lei: 


vermégens bei langerem Warten ergab sich, daB das Leitvermégen von 


NaOQH- und HCl-Lésungen in Pyrexglas und Silber in einer auf di: 


Dauer fast asymptotisch verlaufenden 
FrecMQ 19 


a a ea 


teilen HCl-in Pyrex mit der Zeit. 





‘ capa acaanerriatiat 
rec MQ x0 
LI 
|| 
| i 

a 
1} 
| | 
| | | 

\ 

\ 

\ 
| 
r 

ae 

| — ——— 

7 a a ane 57 0” Oo 87 “97Win 
{hb.5. Anderung des Leitvermégens von 18 Biiretten- 


teilen NaOH in Pyrex. 


61min 


Anderung des Leitvermégens von 18 Biiretten- 


Kurve fallt (Abb. 4 und 5 
Kinfachheitshalber — fithre: 
wir dieses Fallen des Leit 
vermégens auf Adsorptio: 
Laug 


von Saure (bzw. 


an die Becherwand zuriick 
Die Glaselektrode wies nac! 
Zugabe von Saure niemals 
eine Anderung des Pu aut 
wohl aber ein selir Jangsames 
Fallen des py in einer sehr 
alkalischen Lésung. Wie sich 
aus zur Klarung dieses Ver 
haltens angestellten Ver 


suchen ergab, ist diese? 
Unterschied 


Vorhandensein von KCl be 


nicht auf das 


der py-Messung zuriickzu 


fiihren, denn das Leitver 
mégen von Saure- und Laug: 
ldsungen fiel bei Vorhande: 
sein von KCl nicht wenige: 
aber schneller als 
Uberdir : 
beeinflussen in sehr saure: 


kleine 


vielleicht 
in reinem Wasser. 


Lésungen Konzen 


trationsanderungen zwar das Leitvermégen ebenso stark wie in fas! 


neutralen, ohne daB aber der py-Wert dadurch sehr geandert wird 


Man muB dabei beachten, daB die Umstande, unter denen dics 


letzten Versuche angestellt wurden, denjenigen bei py-Bestimmunge! 


nicht véllig gleich sind, weil ja bei den py-Messungen, bei denen di 
KCl-Briicke stundenlang eingeschaltet blieb, eine viel gréBere Meny: 


KCl in die Lésung floB, als bei den Leitfahigkeitemessungen vorhanden 


sein durfte. 


Man kann sich dabei denken, 1. 


daB durch die gréber 


Menge KC! die HCl-Adsorption so schne:il stattfindet, da® wir mui 
unserer px-Messung, welche immer mehr Zeit in Anspruch nimmt «i> 


eine Leitfahigkeitsbestimmung, die durch die Adsorption verursacht: 


Konzentrationsanderung nicht ermitteln kénnen und sich der von uns 
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cemessene py-Wert somit auf einen Gleichgewichtszustand der Adsorp- 
tion bezieht ; 2. ist es auch méglich, daB zufolge der gréBeren K Cl-Menge 
keine HCl-Adsorption stattfindet und méglicherweise KCI selbst ad- 





a1 sorbiert wird. 
VO 
dit 2. Konzentrationsbestimmungen von Lésungen mittels 
5 (nderung der Leitfahigkeit bei Zugabe zu reinem Wasser. 
rel Nachdem wir die unter 1. beschriebenen Experimente angestellt 
elt hatten, suchten wir die Absolutkonzentration von Séure- und Lauge- 
101 lisungen in folgender Weise zu bestimmen. In einen Silber- oder 
ge Pyrexbecher brachten wir 75 ccm dreimal destilliertes Wasser. das 
ick nach der in einer friiheren Mitteilung! beschriebenen Methode2 bereitet 
acl worden war, und 8 hem* HCl (oder NaOH) und nun warteten wir. bis 
lals sich das Leitvermégen nicht mehr anderte wobei wir wohl annehmen 
iui dirfen, daB das Adsorptionsgleichgewicht erreicht ist. Sodann gaben 
nes wir méglichst schnell 10 hem HCl (NaOH) zu und magen dann sogleich 
eht das Leitvermégen. Aus der gemessenen Leitfahigkeitsiénderung berech- 
Ch neten wir mit Hilfe der bekannten Ionengeschwindigkeiten die Kon- 
el zentration der zugegebenen HCl- (NaQH-) Lésung. 
er 1 
Sey] Pa | 4 
2. st Jo R JC 
(Aas OH Con + Ox, C(to4 L Ones) OH 
be : 1000 
10 - 1,239-N-10-* - — 
Zu 0 
el 
lo Berechnete Konzentration 
el Pyrex - HCl. 
eC] oS eee 5,266-107* rez. Ohm 1,034 - n/100 
als 10) Se a aces re eae 5.284. 10-7 Po oe 1.037 -n/100 
i, Silber - HCI. 
° ie) arti oretge 5,197 - 10 rez. Ohm 1.022 -n/100 
Pad a sie. ean 5,450-10-' ,, ~ 1,070 - n/100 
n 
1,041 -n/100 
1s 
Pyrex - NaOH. 
PE PSs erste oe elles 3,497 -107-* rez, Ohm 0,907 - n/100 
? EDA at gad hey hoe 3.528 - 10 “a ve 0.915 -n/100 
eC] Silber -NaOH. 
it REN Spat teary A 3,535 -10°>* rez. Ohm 0,917-n 100 
oS ae S regi ere 3,490 - 10 be 0,905 - n/100 
iv 
e O.911-n 100 
1 | H,. Kunst u. H. Berkelbach v. d. Sprenkel, |. e. 2 Wir versuchten 
? 


neuerdings mit geringem Erfolg die Qualitaét unseres Wassers noch zu ver- 
bessern, indem wir der Destillation mit alkalischem K MnO, eine Destilla- 
tion mit H, SO, + CrO, vorangehen lieBen. * hem bezieht sich auf dic 
Einteilung unserer Biirette in halbe em. Ein hem unserer Laugebiirette hat 
einen Inhalt von 1,239 emm, ein hem der Saéurebiirette einen von 0,945 emm. 
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Diese Zahlen erméglichten uns, theoretische Leitvermégenskwi 


zu berechnen. 


75 ccm reinen 
sich die Leitfaihigkeit folgendermaBen : 


Geben wir 


Auf der sauren Seite: 


Wassers HCl oder NaOH zu, so and 





Zugegebene Menge 


0 hem HC] 


RM ees hy rane Gavarbacate eetererd 

») 

ey AP pen eRe ee ee ee eo ee 
rs) m Pe ae es Pe ve ee a ee ee ee ee 
"a swat INE ime e Biae  ee 


Geben wir diesen 8 hem HCl NaOH zu, so andert sich die gemes-«1 


Leitvermégen, gemessen mit unse 
Tauchelektrode 


4,60. 10 
7.17-10 
10,93 - 10 
15,16 10 
24,57 - 10 
37,94 -10 


Leitfahigkeit folgendermaBen (siehe Abb. 2): 


8 hem HCl+4 hem NaOH ............ 
De ha et 7. enue wate oi Wd Nae el 
a) ie os -68 ,, - Wb VAS Gh ha iclas tan fe 
8 3 6,9725 hem NaOH (Aq.) 

8 + 7 tiiom NeOR |. 6.65.55 - 
8 i ae Ke AF 

8 17,0720 hom NeO ...:..... 


A 


O— 


NaQH —= 


0 


Abb. 6 


Auf der alkalischen Seite: 


23,230 - 10- 
16,958 - 10 
15,615 - 10 
15,515.10 
15,495 - 10 
15,506 - 10 
15,595 - 10 
16,317 - 10 


/ 
: os 


biretien- 
fe/le 


~~ — 


* rez. Ohn 


S 


£ 


* rez. Ohm 


Anderung des Leitvermégens (theoretisch), wenn zu 75 ccm reinen Wasser 


S Biirettenteile Siiure und dann beinahe & Biirettenteile Lauge binzugefiigt werde: 





Zugegebene Menge 


PUTIN SOE Be go STS 5 aie cc enld waa ea pte 
ae eT et ae ee Re neds 
TR dae se fare ares 
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460-10 
540-10 
7.60 - 10 
10,29 -10 
16.14 - 10 
-10 
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Geben wir diesen 8 hem NaOQH HCl zu, so andert sich die gemessene 
Leitfahigkeit folgendermaBen (siehe Abb. 3): 





Leitvermégen, gemessen mit unserer 


Zugegebene Menge Mictehisinktrosa 
Shem NaOH +4 hem HCl ........ 20,140 -10°>* rez. Ohm 
S55: a + 6 Soe Pee BONS 7 tae “% 17,850 - 107 
gee 7 8 i Ma Saeneha eo aa ates ; 16,365-10°° ,, a 
es pe + 8,5 ,, Eee ex ; 16,433-10-* ,, a 
a * - 9,179 hem HCl (Aq.) .... 17,124 -10-° _,, = 
oe Ee 9.5 hem HCl... ; 17.764 - 10 ; 
pe m + 10,179 hem HCL .. a 19,693 - 10 

receMQ 


burenen 
om ee 
NaOH —= HCl —= ss iets 
0 s uM a a i mn 4. 
Abb. 7. Anderung des Leitvermégens (theoretisch), wenn zu 75 cem reinen Wassers zuerst 


S Biirettenteile Lauge und dann gut 10 Biirettenteile Siiure hinzugefiigt werden 


Auf experimentellem Wege bestimmte Titrationskurven 
von Sdure und Lauge. 

Zur Bestimmung des Aquivalenzpunktes setzten wir neutralem 
Wasser stufenweise 4 hem HC! zu: dabei stieg das Leitvermégen von 
0,548 rez. Megohm auf 2,.300rez. Megohm (Widerstand 2,575 Megohm 
parallel eingeschaltet). Die Kurve (Abb. 8) ist durch Adsorption weniger 
steil als die theoretische 
Kurve (vgl. Abb. 6). So- rec MQ +10” 


dann gaben wir stufen- 





weise kleine Mengen f 

Lauge zu bis zu SOhem, 

wobei die Leitfahigkeit ; 

anfangs linear fiel und 

schlieBlich linear an- y Bieter 

stieg, um bei 384 hem HeI—= | Nall — oe HCl —= Baa 

sackformig durch ein >a wR UUW DO DOnDDDUWN DT 

Minimum § (1,063 rez. — Abb.s. Experimentell ermittelte Titrationskurve (der erste 

Megohm) zu laufen. Der leil derselben miiBte theoretisch die in Abb 6 ge zeigte, det 
' zweite Teil die in Abb. 7 gezeigte Form haben 


Formunterschied — zwi- 

schen dem hier ermittelten Sack und dem Sack der theoretischen 
Kurve (Abb. 2 und 6) scheint uns auf die (geringe) Adsorption in der 
Nahe des Neutralpunktes zuriickzufiihren zu sein. Nach Zugabe 
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der SOhem NaOH war die Leitfahigkeit auf 2,267 rez. Megohm g 
stiegen. Nun wurde der Widerstand (2,575 Megohm) ausgeschaltet 
wodurch das Leitvermégen des Systems auf 1,852 rez. Megohm fie! 
Danach wurde weiter stufenweise mit HCl titriert, wobei die Leitfahig 
keit zuerst wieder linear fiel, um dann durch einen breiten Sack 
(Minimum bei 40 hem HCl: 1,380 rez. Megohm) wiederum linear an 

zusteigen. Bei 80 hem HC! 


, 2 * «~ 2. we 7 8 war das Leitvermégen auf 
No 0H —= ~ piretion: r 2.454 rez. Megohm gestiegen 
* oe, oe Der betrachtliche Unter 
y schied zwischen dem letzt 


genannten Sack und dem 


/ Sack der entsprechende: 
a . Ya theoretischen Kurve (Abb. 3 
; 
o \ Pf ? und 7) ist sehr auffiallig. 
_ ‘ 4 / _ bd 
$ wll / Durch Extrapolieren de: 
‘ vier geraden Teile der bei 
AB / den Kurven bis zum Schnitt 
: Sa ggeeeeee punkt finden wir zwei 
roten-  Punkte A und B. welche 
A burene: 
rg ‘ad / . > . . 
tS NaQH—e ‘Hl—e» ~we= die Aquivalenzpunkte sein 
6 0D BO 0 BD D0 HW 0 0 % missen. Die Entfernungen 
Abb. %. Experimentell ermittelte Kurve, anfangend des Punktes | bzw des 
mit Lauge. Abb. 6 und 7 zeigen die entsprechenden i ; : 
theoretischen Kurven. Punktes B von der Ordinaté 


von (’ miissen die Mengen 
Lauge und Saure darstellen, die zur gegenseitigen Neutralisation er 
forderlich sind. Wir gelangen hier zu dem Ergebnis, daB 1 hem Lauge 
1.11 hem Saure braucht, wahrend die theoretische Berechnung nach 
S. 321 lehrt, daB 1 hem Lauge 1,15 hem Saure bedarf. 

Abb. 9 zeigt eine Titration, bei der wir mit Lauge angefangen 
haben. Das Wasser war anfangs offenbar ein wenig sauer, denn die 
ersten 2hem NaOH lieSen das Leitvermégen fallen, das dann abet 
schon bald linear anstieg. Nach Zugabe von 25 hem NaOH ist das 
Leitvermégen 1,106 rez. Megohm geworden: daraut gaben wir Saure 
zu und fanden zuerst ein lineares Fallen der Leitfahigkeit, welche dann 
iiber einen breiten Sack anstieg, um auf die Dauer wieder linea: 
anzusteigen (Leitfahigkeit nach Zugabe von 68 hem HCl: 2,632 rez 
Megohm). Der Sack liegt zwischen 13 und 23 hem und hat sein Minimum 
bei li5hem (Leitfahigkeit 0,905 rez. Megohm). Dann wurde der 
Widerstand (2,575 Megohm) ausgeschaltet (die Leitfahigkeit des Systems 
fiel von 2,632 auf 2,179 rez. Megohm). 

Darauf titrierten wir weiter mit Lauge bis zu 80 hem, wobei det 
Sack merklich weniger breit ist als der Sack bei der HCl-Kurve (Mini 
mum bei 32 hem NaOH, Leitvermégen 1,124 rez. Megohm). 
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Entfernung A-- (' Ww, . 
—— = ———, d.h. lL hem Lauge braucht 1.31 hem 
Entfernung B-- (' 73 , 
Saure statt 1.15 nach 8. 321. Benutzen wir aber das Minimum £* zur 
ae , : 61, 
Bestimmung der Aquivalenz, so finden wir das Verhaltnis ee 
4 oe 


4 
h. } hem Lauge braucht zur Neutralisation 1,13 hem Saure. was 


der auf S. 321 genannten Zahl nahekommt. Um das richtige Aquivalenz 
verhaltnis zu ermitteln, ist es also 
notwendig, da wir zuerst ein  breeMQy07 By OD,382 
Laugen- und sodann ein Saure- 
ninimum bestimmen. ve / 
Um die Adsorption naher zu [| fA 
untersuchen, haben wir nach i: Sa 
Messung des py-Wertes reinem _ 
Wasser HC] bzw. NaOH stufen- af 
weise zugegeben. Abb. 10 und 1] 
zeigen die experimentellen und 
theoretischen Kurven der Leit- ff 
fahigkeit (die theoretischen Kur- lim 
ven wurden an Hand der gleichen fa 
Zahlen wie die der Abb. 6 und 7 / Fé 
gezeichnet). Nach Zugabe von vy Rireten 
Shem Saure bzw. Lauge warteten ar “Yelle 
wir liangere Zeit, waihrend deren VY . wane we wie 
sich das Leitvermégen der HCl- Abb. 10. Visoreticeh and experionsutell esmiitalt 
Lésung nicht mehr, wohl aber Leittihigkeitskurve von Siur 
das der NaOQH-Lésung sich be- 
trachtlich anderte. Sodann wurde — peMQxn7 
in beiden Fallen noch einmal der y 
pu-Wert bestimmt. Bei der HCl 
Untersuchung ergab sich, dab 
der Anfang der Kurve nicht hori- 
zontal war, was uns nicht wundern ae e 
darf. finden wir doch in beiden P we lea, 
Titrationskurven (Abb. 8 und 9) 7 a al c 
den horizontalen Teil der HCI- a 
Kurve auf der alkalischen Neite Vi 
des Aquivalenzpunktes. Weiter p+, Biretion- 


tea 7 toil 
ergibt sich, daB die experimentelle La NaQH—= Pye 


Kurve weniger steil ist als die 
Abb. LL. Theoretisch und experimentell ermittelt 


theoretische, wenn auch der Steil- Leitfithigkeitskurve von Laug 


* Das Minimum in einem Alkalisack liegt, wie sich ergab, fast immer 
senkrecht iiber dem Schnittpunkt der extrapolierten geraden Teile der Kurve. 
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heitsunterschied bei héherer Konzentration immer kleiner wird. Dir 
deutet darauf hin, das bei héherer Konzentration die Zunahme de) 
Adsorption geringer wird. Wir berechneten, welche Leitfaéhigkeit ein: 
HCl-Lésung des gemessenen py (360)! hatte, und es ergab sich, dat 
diese (C’) niedriger als die gemessene Leitfahigkeit (4) sei. Da die Leit 
fahigkeit (4) hatte sein miissen, kénnen wir sagen, da der Verlust an 
Leitfihigkeit B — C auf Adsorption von HCl zuriickzufiihren ist und dats 
ein frei gewordener Faktor den Leitfahigkeitsunterschied zwischen 
und ( mit sich bringt. Nun liegt es nahe, dabei an KCl zu denken 
welches bei der ersten py-Messung an die Glaswand adsorbiert worden 
ware, um bei langerer EKinwirkung durch HCl von der Glaswand ver 
drangt zu werden. Es ist aber auch mit der Méglichkeit zu rechnen 
daB das KCI] der zweiten py-Messung (welches nach der letzten Leit 
fahigkeitsmessung in die Fliissigkeit gelangt ist) auf die Adsorption 
von HCl an- der Glaswand gewirkt, und zwar in diesem Falle diesel be 
erhoht hatte, wodurch der py-Wert in dem Augenblick der Leitfahig- 
keitsmessung unter 360 fallt. Auch mit der Méglichkeit ist zu rechnen, 
da wahrend der Titration mit Saure oder Lauge sich von der Glas- 
wand ein Stoff lést, der das Leitvermégen der Fliissigkeit erhdht. 

Bei der NaOQH-Kurve (Abb. 11) sehen wir, daB die experimentelle 
und die theoretische Kurve viel bedeutender und bestandiger auseinander 
streben, als es bei der HCl-Kurve der Fall war. Auch ergab sich, das 
das Leitvermégen, nachdem I8 hem NaOH zugegeben worden wat 
wahrend 47 Minuten um ein Betrachtliches fiel, so daB sich bei lang 
samerer Titration ergeben hatte, daB die ermittelte Kurve noch viel 
mehr von der theoretischen abweicht. 

Kine ahnliche Berechnung wie die im vorigen Falle lieB auch hier 
wieder vermuten, daB B —(' durch NaOH-Adsorption verursacht 
wird, wihrend © —— A entweder auf einen frei gewordenen, die Leit 
fahigkeit erhéhenden Stoff (etwa KCl) oder auf eine Wirkung des K¢ 
der zweiten py-Bestimmung auf die NaOH-Adsorption zuriickzufiihre: 
ware. Um einen Einflu8 des bei der ersten py-Messung etwa in di 
Fliissigkeit geratenen KCl auszuschalten, haben wir beide Experiment: 
ohne py-Bestimmung des reinen Wassers wiederholt. Es zeigte sich 
daB in beiden Fallen die experimentell ermittelten Kurven sich in 
eroBen und ganzen deckten. Fiir Saiure und Lauge ergab sich wiede1 
daB die aus dem am Ende der Kurve gemessenen py berechnete Leit 
fahigkeit ((' in Abb. 10 und 11) niedriger war als die experimente! 
ermittelte Leitfahigkeit 4A; da hierbei die erste der genannten zw 
Wirkungsméglichkeiten des KCl ausgeschaltet ist, gewinnt die zweit: 
an Wahrscheinlichkeit und es liegt also mehr Grund zu der Annahny 
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py 7 432 mV. 
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or, daB das bei der py-Messung zugegebene KCI die Adsorption der 
HCl bzw. Lauge erhéht hat. 

Bei den beiden letzten Experimenten wurden, um in der Titrations- 
figur den Neutralpunkt angeben zu k6nnen, bei der Laugentitration 
dem Wasser einige wenige cmm zugegeben und sedann die Laugen- 
titration stufenweise mit Zugaben von je lLemm ausgefiihrt. Das 
Minimum des Leitvermégens ist dann der Neutralpunkt. 


Titration mit KC. 

Wir haben die Adsorption von KC! bestimmt. Zu diesem Zwecke 
wurde 75 cem reinen Wassers 9 hem einer KCl-Lésung von 0.9909 n/ LOO 
zugegeben. Diese Lésung war aus KCl p.a. von Merck hergestellt, 
das viermal umkristallisiert und dann, nachdem es iiber P.O, getrocknet 
worden, wihrend 10 Minuten im Vakuum erhitzt war. Das Leit vermégen 
dieser Lésung war, wie sich zeigte, nach 30 Minuten nicht gefallen. 
Dann wurde 10 hem der KCl-Lésung zugegeben und das Leitvermégen 
sofort bestimmt. Dadurch stieg das Leitvermégen um 0,160 rez. Megohm, 
waihrend aus den [onenbeweglichkeiten unter der zulassigen Annahme 
villiger Dissoziation eine Steigerung um nicht mehr als 0,147 57 rez. 
Megohm des Leitvermégens berechnet wurde. Es zeigt sich also nichts 
von einer etwaigen KCl-Adsorption. Man kénnte aber an eine Ver- 
unreinigung des KCl durch Saure oder Base denken. Friihere stufen- 
weise unter Einschaltung eines Widerstandes ausgefiihrte Titrationen 
mit KCl hatten gleichfalls Kurven ergeben, die tiberall divergent tiber 
der theoretischen Kurve lagen und welche uns bewiesen, daB das Leit- 
vermégen proportional zu der zugegebenen Menge KCl steigt. Solche 
Kurven, welche iiber den theoretischen lagen, haben wir in saurer und 
alkalischer Lésung in Pyrex und auch in Silber immer wieder gefunden. 

Bei der Bestimmung der Anderung des Leitvermégens durch Zugabe 
von 10 hem derselben KCl-Lésung zu einer HCl-Lésung, in der sich 
das Adsorptionsgleichgewicht eingestellt hatte, ergab sich Folgendes. 
Das Leitvermégen miiBte theoretisch um 0,147 57 rez. Megohm steigen, 
es stieg aber um 0,198 rez. Megohm. Das Leitvermégen wird also in 
sauren Lésungen durch KCl noch mehr erhéht als in neutralem Wasser. 
Sicherlich kann man also hieraus nicht auf Adsorption von KCI in 
saurer Lésung schlieBen. Allerdings wird méglicherweise die HCI- 
Adsorption verringert. 

Bei demselben Verfahren auf der alkalischen Seite ergab sich 
anstatt der theoretischen Steigerung der Leitfihigkeit von 0,147 57 rez. 
Megohm eine Steigerung von 0,180 rez. Megohm. Auch in alkalischer 
Lésung kénnen wir also keine KCl-Adsorption feststellen. Da durch 
KCl NaOH frei gemacht wiirde, ist, wie durch das auf 8. 324 
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beschriebene Experiment festgestellt wurde, ausgeschlossen, wurd 
doch dort bewiesen, daB KCI die Laugenadsorption nicht verringe: 

Weil, wie sich zeigte, KCl nicht adsorbiert und die HCl- und d 
Na OH-Adsorption nicht durch KCl erhéht werden, ist es sehr vir 
wahrscheinlicher, da unter dem EinfluB von KCl iiberall, vor alle: 


aber in alkalischer Lésung, ein Stoff aus dem Glas frei gemacht wiri 


und in die Fliissigkeit gerat. Man darf aber nicht vergessen, daB sic! 
die betreffende Erscheinung auch in dem Silberbecher, sei es vielleich: 
in etwas geringerem Mae, zeigt. Es ist uns also nicht gelungen, ein 
befriedigende Erklarung der in Abb. 10 und 11 angegebenen Erscheinun: 
zu finden. Diese ganz einfach auf eine Unzulanglichkeit der Glas 


elektrode in ungepufferter Lésung zuriickzufiihren, kommt uns etwa- 
allzu einfach vor. Das Verhalten der Glaselektrode in gepufferten 


Lésungen haben wir immer als richtig befunden. 


Im allgemeinen ergibt sich also, wenn man eine Differenz zwische: 
der experimentellen und der theoretischen Leitfihigkeitskurve durc| 
Adsorption zu erklaren sucht, da man nicht nur an Adsorption vo: 
Saure oder Lauge denken soll, sondern zugleich auch an die Méglic! 
keit einer -+-- oder —--Adsorption anderer etwa vorhandener Elektro 
lyte (?) oder Komponenten der Glaswand. Trotz aller manehmal sehr 
betrachtlichen individuellen Unterschiede der gedampften Pyrexbeche: 
in bezug auf ihr Adsorptionsvermégen, fallt es immer wieder auf, dali 
Pyrex ebenso wie Silber Lauge starker als Saure adsorbiert. 


Eine Erklarung der Tatsache, daB bei HCl in den Kurven Abb. » 
und 9 ein viel gréBerer Sack als bei Lauge entsteht, kénnte folgende: 
maBen lauten: wenn die Lésung stark sauer ist, so ist an der Wand 
viel HCl adsorbiert; wird die Lésung mit NaOH neutralisiert, so ve1 
ringert sich nach und nach die adsorbierte Menge HCl, so daB, wenn di 
Lésung neutral geworden ist, auch alle adsorbierte Saure von der Wand 
frei geworden ist (Aquivalenzpunkt senkrecht unter dem Minimum de) 
Laugenkurve); bei weiterer Zugabe von NaOH wird Lauge adsorbier' 
und zwar in viel staérkerem MaBe als bei der Saure der Fall war. B 
dem anschlieBend vorgenommenen Neutralisieren mit HCl bleibt di 
adsorbierte Menge NaOH vorlaufig ungeandert, was sich daraus ergibt 
daB die experimentelle HCl-Kurve ebenso steil ist wie die theoretisch« 
Von einem bestimmten, nahe bei dem Neutralpunkt liegenden py a: 
wird der gréBte Teil der zugegebenen HCl dazu verwandt die adsorbiert: 
NaOH zu neutralisieren, wobei die entstehende breite horizonta) 
Strecke die Vermutung nahelegt, daB das gebildete NaCl adsorbier' 
bleibt. Das Ende der horizontalen Strecke (etwa senkrecht tiber den 
Aquivalenzpunkt) wird erreicht, wenn alle adsorbierte NaOH neutra.- 
lisiert ist. Von diesem Punkte an steigt die Kurve infolge des fast 
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quantitativen Ubertretens der HCl in die Fliissigkeit und die Kurve 
ist dann derjenigen der Abb. 10 wieder vollig gleich. 

Hatten wir nicht durch gréBte Sorgfalt erreicht, das das von uns 
vebrauchte Wasser neutral reagiert und einen spezifischen Widerstand 
hat, der gr6éBer ist als 0,884 - 10 Megohm, so kénnten wir auch noch die 
Sackform der Leitfahigkeitskurve durch die Annahme zu erklaren 
suchen, da ein hydrolysierendes Metallion in geniigender Menge vor- 
handen wire. Es bleibt aber schwer, durch ein solches Metallion die 
Tatsache zu erkliren, daB die Pufferung beim Neutralisieren einer 
sauren Lésung nicht ebenso groB ist wie die beim Neutralisieren einer 
ilkalischen Lésung. 


Becher aus verschiedenem Material. 


Weil Adsorption sich bei allen diesen Experimenten als ein Faktor 
herausgestellt hat, der das Verstandnis der Erscheinungen sehr er- 
schwert zumal da das Adsorptionsvermégen von Stiicken vom 
gleichen Material, die in gleicher Weise gereinigt wurden, in verschiedenen 
Fallen Unterschiede aufweist —, liegt es nahe, da wir unsere Experi 
mente in Bechern aus méglichst verschiedenem Material wiederholten. 
Nicht zu vermeiden ist aber, da die Glaselektrode ganz und die Tauch- 
elektrode zum gréBten Teil aus Glas bestehen miissen; auch in Bechern 
aus anderem Material muBte diese Glasapparatur angewandt werden. 

Schon wiederholt war von einem Silberbecher die Rede. Dieser 
war chne Léten aus dem reinsten Silber, das sich technisch verarbeiten 
laBt. hergestellt. Darin verwendeten wir einen Riihrer und eine Gas- 
einleitréhre aus Silber. Das Adsorptionsvermégen dieses Bechers war 
von dem der Pyrexbecher sehr wenig verschieden. Ein Unterschied 
ist aber, daB Aqua tridest., wenn es 24 Stunden in einem Pyrexbecher 
aufbewahrt wurde, auch nach Austreiben der CQO.,, stark sauer war, 
wahrend dasselbe nach 24 Stunden in einem Silberbecher fast un- 
veandert blieb. 

Weiter machten wir einen Versuch mit einem halbdurchsichtigen 
Quarzbecher mit Riihrer und Einleitréhre vom gleichen Material; der Becher 
war wegen des starken Adsorptionsvermégens vollig unbenutzbar. Ein 
durchsichtiger Quarzbecher war fast ebenso brauchbar wie Pyrex, aber 
nicht besser. Sodann paraffinierten wir einen Becher mit mittels Norit 
gereinigtem Paraffin Resultat sehr schlecht. Sehr unbefriedigend e1 
wiesen sich weiterhin Becher aus Aluminium, Antimon, rostfreiem Stahl, 
Zinn oder Schwefel. Die Herstellung eines Schwefelbechers mit glatten 
Wanden hat uns groBe Miihe gekostet. Dies ist uns schlieBlich dadurch 
gelungen, daB wir den prazipitierten Schwefel schmolzen, im Vakuum die 
Luft herauspumpten und sodann die Masse schnell zu einem festen Block 
kiihlten. Aus diesem Block wurde auf der Drehbank ein Becher mit glatten 
Wanden hergestellt. Auch dieses Material adsorbiert, wie sich zeigte, stark. 
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Als vorlaufiges Experiynent, das der Herstellung eines Bechers vorai 
ging, haben wir 6fters das Absorptionsvermégen von Pulver des zu ver 
wendenden Materials untersucht. Es ergab sich, daB mit dieser Methock 
nicht immer zuverlassige Resultate zu erzielen sind. So gelangten wir z. B 
zu dem Ergebnis, daB Schwefel in Pulverform auf eine Lauge-Sauretitratior 
in Pyrex nur geringe Wirkung hatte, waihrend spater, wie sich zeigte, de: 
Schwefelbecher durchaus unbrauchbar war. Wir glauben, da8 wir diesen 
Unterschied des Verhaltens zwischen Pulver und Becher darauf zuriick 
fiihren diirfen, 1. daB es schwierig ist, das Pulver in der gleichen Weise wie 
den Becher zu reinigen (Dampfen ist unmodglich), 2. da8 oft ein Pulve: 
wihrend des ganzen Experiments nicht benetzt wird (Schwefelpulver, 
Antimonpulver), so dai das Material seine Eigenschaften nicht zeigen kann 


Zusammenfassung. 


Ziel dieser Untersuchung war festzustellen, ob es unter den 
gvegebenen Umstanden méglich sei, auf dem Wege konduktometrischer 
Titration Aquivalente stark verdiinnter Lésungen zu bestimmen 
Obgleich Adsorption auf den Lauf der Kurven einen bedeutenden 
EinfluB hat, der uns *nicht ganz klar ist, zeigt es sich, daB eine 
Aquivalenzbestimmung bis zu einem befriedigenden Grade von Genauig- 
keit auf dem in Abb. 8 und 9 angegebenen Wege médglich ist. Ein 
Nachteil im Vergleich mit der potentiometrischen Methode ist aber 
dies, daB es zur Erzielung hinlanglich genauer Aquivalenzbestimmungen 
ziemlich groBer Mengen bedarf. Versuche, durch Anwendung beson- 
deren Materials zur Herstellung des UntersuchungsgefaiBes die Adsorp- 
tion zu verringern, waren bis jetzt erfolglos. 
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Uber den Wert der Wuchshefen 
fiir die mensehliche Erniihrung’. 
1. Mitteilung: 
Aminosiuregehalt von Bergin-Holzzuckertrockenhefe. 
Von 
K. Dirr und 0. v. Soden. 
(Aus der Il. Medizinisehen Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 1. August 1941.) 


Die bisherigen Arbeiten tiber Hefeproteine, insbesondere iiber die 
Holzzuckerhefe, beschranken sich, soweit wir die Literatur tibersehen. 
auf die Durchfiihrung der sogenannten Aufteilung des Eiweibstickstoffs 
in verschiedene Fraktionen nach van Slyke. Die von Fink und ./ust (1) 
angewandte Methodik war die von AKraw und Schlottmann (2) bei der 
Bierhefe benutzte, wobei diese selbst einige Vorbehalte anbringen, z. B. 
beziiglich der gefundenen Werte fiir Cystin und Histidin: bei diesen 
bringt es die Methode namlich mit sich, daB zu den wirklich bestimmten 
Werten noch additive Korrekturen (aus Léslichkeitsgriinden) in Héhe 
von 500°% (!) kommen. Fiir Tyrosin finden Fink und Just in Bergin 
Holzzuckerhefe einen Gehalt von 2,93°, Tyrosin-N vom Gesamt-N. 
Winckel (3) dagegen gibt in seiner Tabelle des Gehalts der Holzzucker- 
hefe an lebenswichtigen Aminosauren gar keine Werte fiir Tyrosin an, 
ohne jedoch diese Auslassung naher zu erlautern. Dab die Vorbehalte 
von Kraut und Schlottmann beziiglich der Cystinwerte nicht unbegriindet 
sind, geht aus einer einfachen Berechnung der verschiedenen Schwefel- 
fraktionen hervor: Fink und Just (1) finden nach ihrer Methode, ahnlich 
wie Kraut und Schlotimann (2) in der Bierhefe, fiir Bergius-Holzzucker- 
hefe 1,71°% Cystin-N vom Gesamt-N; letzterer betragt 846°, der 
Trockensubstanz. (In ihren ahnlichen Cystinwerten fiir die Bierhefe 
sehen Kraut und Schlotimann (2) gerade eine besonders wertvolle Eigen- 
schaft des HefeeiweiBes.) Dieser Cystingehalt entspricht einem Gehalt 
von 0,33 %, Cystin-S in der Trockensubstanz. In einer spateren Mitteilung 
finden aber Fink und Just (4) den Gesamtschwefelgehalt der Bergiushefe 

- der auch noch geringe Mengen Sulfatschwefel einschlieBt — nur zu 
(),20—0,22% der Trockensubstanz, darunter wieder 20 —24°% Gluta- 
thion-S. Der Glutathion-Cystin-N mache also nur 0,20 —0,24°%, vom 
Gesamt-N, d.h. 13°% des friiher gefundenen Gesamtcystins aus, der 
Xest des Cystins miisse im EiweiB gebunden vorliegen. Auf unsere 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Biochemische Zeitschrift Band 309. 99 











330 K. Dirr u. O. v. Soden: 


wesentlich anderen Ergebnisse in diesem Punkt sei hier nur hingewies: 
(s. unten), ebenso auf die geringeren Abweichungen beim Histidin ww 
die noch geringeren bei den anderen Aminosduren. 

Tabelle I enthalt die von uns bisher bestimmten Werte und zu 
Vergleich die Werte fiir die Bierhefe nach Kraut (2) und diejenix: 
die Fink (1) in seiner Probe I] Holzzuckerhefe von Bergius vu 
funden hat. Unsere Werte stammen durchweg aus mehreren Bi 
stimmungen in zahlreichen Stichproben und sind bei gréBeren A! 
weichungen in Form der Schwankungsbreite, bei mehr oder weniv 
cuter Ubereinstimmung als Mittelwerte angegeben. 


Tabelle I. 





Bergin-Holzzuckerhete 


Werte 
fiir Bierhete Werte Durchschnitt- 
nach Kraut nach Fink werte von 
THOOMeNWETIEEE: 62 ke 8.5 8,9 9,64 7—+11 
SE ee SO ade Ne SR 7,2— 7,3 7,64 8,3-— 8,7 
Gesamt-N in der Trockensubstanz 8,46 etwa 4 
tohprotein in der Trockensubstanz 49,9 - 50,5 52,9 » D6 
Glihriickstand in der Trockensuhst. 8,13 8,2— 8.6 
P,O, in der Trockensubstanz .... 1,6— 1,9 4,79 1,9) 
P,O. in der Asche ee Sid tg os ae 58,9 etwa 60 
P.O, im Hydrolysat ............ 3,4 1,3 
Gesamt-N im Hydrolysat 7,(— 8,7 * 
Fe ek ee Siete 16,0 12,28 7,5 —1¢ 
Gesamtamino-N ................- 64,72 64,13 67 
EEE 2 8) £8 ek he 11 10,92 9.8 
ET fi Nina: Lk ha @ Re Pe Ste 3 5,26 3,3 
Cystin-N Ph, Oe or reat as ae 1.6 1,71 0,33 
Tryptophan-N ...... A Haber! mei 0,9 1.35 0.9 
SEOMGIN Tha pai Sears. Faw 2,5 2,93 2,5 
* Auf Einwaage berechnet, nach 3—100stiindiger Hydrolyse mit Salzsiure und Schwet: 
saure. ** Auf Einwaage berechnet, je nach Hydrolysendauer. *** Wie die vier folgend 


Werte auf Hydrolvsat-N berechnet, ie nach Hydrolysendauer. 


Wir beschranken uns in diesem Zusammenhang auf eine kurz 
Diskussion der Aminosaéureeinzelbestimmungen. Wir haben nicht dic 
van Slyke-Analyse durchgefiihrt, sondern im Gesamthydrolysat di 
lebenswichtigen Aminosaéuren nach kolorimetrischen Mikromethoden 
bestimmt, wie sie in den letzten Jahren zu groSer Vollkommenheit 
entwickelt worden sind. Wir sagen nichts Neues, glauben aber, es 
gegeniiber immer wieder in der Literatur laut werdenden Stimmen de- 
Zweifels nochmals betonen zu miissen, daB diese Methoden bei richtiger 
Ausfiihrung ausgezeichnete und zuverlassige Resultate liefern. Zu 
dieser richtigen Ausfiihrung gehort freilich ein erhebliches MaB an 
Kontrollen und Testbestimmungen aller Art und eine nicht geringe 
Erfahrung mit ihnen diirfte unentbehrlich sein. Diese beiden Fest- 





mut 
hes 
vie 
bes 
Th 
lle 


hin 


gla 
off 
dal 


gill 
die 


da 
da 


im 
lie 
nic 
k6i 
Le7 
de! 
er! 
die 
orl 
er! 
20 
lie 
be: 
zu 
lys 





Wiest 


> 
Ni Be 


ene 


hwel 


igend 


kurz 
t dic 

dik 
ioden 
nheit 
r, es 
n des 
tiger 

Zu 
3 an 
ringe 
Fest - 





Uber den Wert der Wuehshefen fiir die menschliche Ernahrung. | 331 


stellungen, die von der Zuverlassigkeit und die von der nicht zu unter- 
chatzenden Schwierigkeit der genannten Methoden, konnten wir in 
inseren jahrelangen Arbeiten tiber die Serumeiweibkorper machen 
In ganz besonderem Mae gilt dies von der Argininbestimmungsmethode 
mit Hilfe der Reaktion von Sakaguchi, mit der wir uns sehr griindlich 
beschaftigt haben. Sie ist bei weitem die empfindlichste und dennoch 
vielleicht die allerzuverlassigste von den kolorimetrischen Mikro 
bestimmungen der lebenswichtigen Aminosdiuren, besonders nachdem 
Thomas, Ingalls und Luck (5) noch einmal systematisch den Einfluls 
ler Reaktionsbedingungen auf die Ergebnisse festgelegt haben. [mmer 
hin erfordert auch sie soviel Ubung, daB es abwegig ist, wenn Leipert (6) 
sie auf Grund zweier ,,entmutigender Versuche’: ablehnen zu diirfen 
glaubt. Allerdings scheint er von der genannten amerikanischen Ver 
éffentlichung keine Kenntnis gehabt zu haben, und man mu zugeben. 
daB erst durch diese die Verhaltnisse im Sinne obiger Beurteilung end 
giiltig geklart worden sind, 

Was nun die einzelnen Werte betrifft, so ist zu bemerken, da wir 
diese fiir Ammoniak-N, Gesamtamino-N, Arginin-N, Histidin-N und 
Cystin-N auf Hydrolysat-N und nicht auf Gesamt-N bezogen haben, 
da der Anteil des Humin-N sich als weitg¢ehend von der Hydrolysen- 
dauer abhangig erwies. Vielleicht ware es sogar noch eher zu recht- 
fertigen, die Aminosiurewerte auf die Differenz Gesamthydrolysat-N 
minus Ammoniak-N zu beziehen, da nach unseren Versuchen mit der 
Lange der Hydrolyse von 3—100 Stunden die Ammoniakwerte von 
7,.5—16° des Hydrolysat-N zunahmen, wahrend zum Teil die Amino 
siuren, wie z. B. Arginin und besonders Cystin, eine Abnahme zeigten, 
die freilich bei weitem nicht die Zunahme des Ammoniak-N zu erklaren 
vermag. Diese erscheint noch schwerer erklarlich, zumal der Amino-N 
im Hydrolysat praktisch konstant bleibt. Wir hoffen, bei Gelegenheit 
dieser Erscheinung, die unseres Wissens in der Literatur bisher noch 
nicht beschrieben ist, nachgehen und sie einer Klarung zufiihren zu 
kénnen. Als praktisch wichtiges Ergebnis hat sich uns andererseits 
vezeigt, da eine Hydrolysendauer bis zu 4 Tagen (2), ja bis zu 140 Stun- 
den (1), durchaus nicht notwendig ist: Nach 3stiindiger Hydrolyse 
erreichten die Werte fiir Amino-N schon 85°; des Héchstwertes, wahrend 
die Aminosaureeinzelbestimmungen, bei denen meist nur die End- 
vruppen in Reaktion treten, schon nach 3 Stunden fast die Héchstwerte 
erreichten. Optimal war 10stiindige Hydrolyse mit Salzsaure oder 
20stiindige mit 6n Schwefelsiure. Die ungelésten Huminsubstanzen, 
die nach 10stiindiger Hydrolyse abfiltriert wurden und auf ihr Gewicht 
berechnet 2,5 °% Stickstoff und damit knapp 5°, des Gesamtstickstoffs 
zu enthalten pflegten, haben wir noch bis zu 40 Stunden weiter hydro- 
lysiert. Dabei sind noch etwa 30°, des Humin-N in Lésung gegangen, 
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von denen sich wiederum 30°, als Ammoniak-N erwiesen. Wide: 
Erwarten enthielten diese Huminhydrolysate aber auch deutlich fest 
stellbare Mengen von Amino-N und sogar einzelne Aminosiuren wi 
Arginin und Histidin. Der Fehler, der durch die AuBerachtlassun: 
dieser Anteile scheinbar gemacht wird, wird praktisch einmal schon 
dadurch weitgehend ausgemerzt, daB man die Prozentsatze der Amino 
siuren auf Hydrolysat-N anstatt auf Gesamt-N bezieht, und diirfte 
andererseits geringer sein als derjenige, der bei entsprechend lange: 
Fortsetzung der Gesamthydrolyse durch die allmahlich eintretend 
Zersetzung der Aminosauren auftritt. 

Uber den Argininwert und den Weg, auf dem wir zu ihm gelangt 
sind, ist oben schon alles Nétige gesagt. Wir finden ihn um etwa 1° 
niedriger als unsere Vorbearbeiter und damit sehr genau in der gleichen 
Hohe wie im Gesamtserumeiweif. Fiir die Beurteilung der Hefe ist 
diese Differenz nicht von Bedeutung. Eher kénnte man dies von det 
Differenz zwischen den Histidinwerten von Fink und uns sagen. Wit 
méchten jedenfalls unserem Wert den Vorzug geben, da, wie oben 
bereits erwihnt, sowohl die Histidin- wie die Cystinbestimmung bei det 
van Slyke-Analyse der HefeeiweiBkérper in ihrer Genauigkeit durch 
theoretisch begriindete Korrekturen in Héhe von 500°; des gefundenen 
Wertes belastet sind. Unser Histidinwert liegt damit, um bei demselben 
Vergleich zu bleiben, um einiges unter den Normalwerten der Serum 
eiweiBkérper, aber immer noch bedeutend héher als z. B. die Literatur. 
werte fiir Hiihnereiwei8 und etwa in der gleichen GréBenordnung wie 
der Histidingehalt des als besonders wertvoll bekannten Kartoffe! 
eiweibes. Sowohl beim Histidin wie beim Tryptophan und Tyrosin, dir 
beide im alkalischen Hydrolysat bestimmt und daher auf den in eine: 
Doppelprobe gesondert bestimmten Gesamt-N bezogen sind, fallt dir 
ausgezeichnete Ubereinstimmung unserer Werte mit denen fiir die 
Biethefe nach Kraut (2) auf, ohne daB jedoch die Differenzen bei Tyrosin 
und Tryptophan zwischen Kraut und uns einerseits und Fink (1) anderer 
seits auf die biologische Bewertung der HefeeiweiBkérper einen wesent 
lichen Eintlu8 hatten. Um so mehr gilt dies freilich, wie oben bereits 
kurz erwahnt, von den Cystinwerten: Kraut und Fink finden hier etwa 
tibereinstimmend 1,6 bzw. 1,7° Cystin-N vom Gesamt-N. Auf den 
Widerspruch dieser Angabe zu dem ausreichend feststehenden Gehalt 
an Gesamtschwefel haben wir oben schon hingewiesen. Unser Wert 
von 0,33°%%, ist der Héchstwert, den wir iibereinstimmend nach drei. 
stiindiger Hydrolyse mit Salzsiure und nach 20stiindiger Hydrolys 
mit 6n Schwefelsiure fanden; er ging nach 10stiindiger Hydrolys: 
mit Salzsiure auf 90°/,, nach 27, 40 und 60 Stunden auf 65, 40 und 35° 
zuriick und nach 100 Stunden war kein Cystin mehr zu finden. Dies 
steht im EFinklang einmal mit Plimmer (7), der schon die 3stiindige 
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salzsaure Hydrolyse fiir Cystinbestimmungen als optimal fand, ferner 
uch mit der mehrfach belegten Angabe in dem bekannten Handbuch 
von Hoppe-Seyler | Thierfelder (8) (9) bei der Beschreibung der van Slyke- 
Analyse, da nach 16- und 24stiindiger Hydrolyse mit 20°, iger Salz- 
sure 41 und 50° des Cystins so zerstért seen, daB ihr Schwefelgehalt 
nicht mehr in die Basenfallung iiberginge. Um so schwerer scheint es 
uns zu erklaren, da8 sowohl Arawt und Schlottmann (2) als auch Fink 
und Just (1) nach 100- bzw. L40stiindiger Hydrolvyse mit Salzsaure 
noch so groBe Mengen von Cystin finden konnten. Zur Kontrolle 
unseres Cystinwertes, der nur etwa 20°) des Finkschen betragt, haben 
wir ebenfalls die Gesamtschwefelbestimmung wiederholt und auBerdem 
in dem gleichen Hydrolysat, das zur Cystinbestimmung diente, den 
Sulfatschwefel in der iiblichen Weise als Bariumsulfat gewogen. Sulfat- 
schwefel (0,09°, auf Hefe berechnet) und Cystinschwefel ergaben zu- 
sammen 73°, des Gesamtschwefels. Die verbleibende Differenz kénnte 
z. B. in Form organischer Sulfosiuren wie Taurin usw. vorliegen, ein 
kleiner Teil ist auch an den bekanntlich recht hohen Aneuringehalt der 
Hefe gebunden, ein anderer diirfte vermutlich als Methionin zu finden 
sein. Die Klarung auch dieser Frage méchten wir uns fiir ruhigere 
Zeiten vorbehalten. 

Der geringe Cystingehalt stellt zweifellos einen gewissen Mangel 
in der Zusammensetzung des HefeeiweiBes dar, immerhin gilt das 
gleiche nach van Slyke (10) vom Casein: diesem hat freilich die Natur 
zum Ausgleich das cystinreiche Lactalbumin beigegeben, so daB das 
GesamtmilcheiweiB nicht nur ohne Schaden, sondern sogar mit aus- 
gesprochenem Erfolg auch fiir den wachsenden Organismus als alleiniges 
Nahrungseiwei8 dienen kann. Das HefeeiweiB bediirfte also in dieser 
Hinsicht einer Erginzung und es ist durchaus nicht so abwegig, wie 
es weniger mit dem Gebiet Vertrauten scheinen kénnte, wenn als solche 
Erginzung die bekanntlich besonders cystinreichen Keratinhydrolvsate 
bereits vorgeschlagen und praktisch angewandt worden sind. 


Versuchsteil. 

Die Trockenhefe stand uns in Form des grobtechnischen Produktes 
der Deutschen Bergin A.-G. fiir Holzhydrolyse, Mannheim-Rheinau, 
zur Verfiigung und wurde in einzelnen Stichproben aus verschiedenen 
Packungen nach vorherigem Zerreiben im Mérser verarbeitet, und zwar, 
wo es angiingig war, ohne vorher die langwierige Trocknung durch- 
zufiihren, zumal die zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz 
hygroskopisch und daher nur schwierig genau einzuwiegen war. Wir 
glaubten dies um so eher tun zu kénnen, da uns bei den bisherigen 
Versuchen weniger der genaue Gehalt an Wasser oder an Stickstoff, 
Asche und Phosphat in der Trockensubstanz interessierte Werte, die 
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naturgemaB innerhalb gewisser Grenzen von den uns unbekann' 


Ziichtungshedingungen abhangen . sondern wir uns vorlaufig in 


Hauptsache auf eine méglichst zuverlassige Bestimmung der jeweilige: 
Fraktionen des Gesamt-N konzentriert haben, die fiir die Beurteilun: 
der biologischen Wertigkeit des HefeeiweiBes entscheidend sind. 


Der Wassergehalt wurde gesondert in mehreren Proben bestimmt dure! 
Trocknen bei 70° i. V. bis zur Gewichtskonstanz. Er war in den einzeln: 
Proben recht verschieden und betrug zwischen 7 und 11°,. 


Der Aschengehalt wurde ebenfalls in mehreren Proben durch Ve) 
gliihen von etwa 1g Substanz im Quarztiegel bestimmt, ferner einige Ma! 
nach Veraschung von etwa 10g Hefe mit rauchender Salpetersiiure an 
RiiekfluB durch Eindampfen und Gliihen der Veraschungslésung. Auc! 
hier schwankten naturgemaéB die Ergebnisse von 8,2—8,6°5. Die dure! 
direktes Vergliihen gewonnene Asche nahm nach Behandlung mit einige: 
Tropten Salpetersaéure nur sehr wenig zu. 


Der Phosphorgehalt wurde in eingewogenen Proben nach Veraschung 
mit emem Gemisch von konzentrierter Schwefelséure und konzentrierte: 
Salpetersiure nach Urbach (11) kolorimetrisch bestimmt. Ebenso wurden 
in den Hydrolysen, die zur Bestimmung der Aminosduren dienten, jeweil- 
Phosphorbestimmungen durehgefiihrt, die je nach der Dauer der Hydroly~ 
einen leichten Anstieg von 35 mg P,O,; pro g Hefe nach dreistiindiger Hydro 
lyse bis auf 44 mg nach 100 Stunden zeigten. 


Zur Stickstoffbestimmung wurden zahlreiche Proben direkt veraseclt, 
ferner wurde bei simtlichen Hydrolysen der Stickstoff sowohl im Hydrolysai 
wie in den abfiltrierten Melaninen bestimmt und auch auf diese Weis 
Werte fiir den Gesamtstickstoff gefunden, die mit den direkten bi 
stimmungen der gleichen Probe véllig tibereinstimmten. In verschiedene: 
Stichproben aus der uns iibersandten Hefemenge fanden wir fiir den Gesamt 
stickstoff Werte von 8,3 —8,7°%,,. 

Wir haben von der Hefe zahlreiche Hydrolysen in der iiblichen Weis: 
mit 20°,iger Salzsiure, 6n Schwefelsaure, 20- und 5°,iger Natronlaug: 
durchgefiihrt. In den salzsauren und schwetfelsauren Hydrolysaten wurden 
Gesamt-N, Amino-N, Ammoniak-N, ferner Arginin, Histidin und Cysti 
bestimmt, Gesamt-N durch Veraschung zweier Proben, Amino-N in 
van Slyke-Apparat, Ammoniak-N durch Vakuumdestillation zweier Probe: 
mit Kalkmileh und Alkohol, Arginin kolorimetrisch mit Hilfe der Sakaguch, 
Reaktion, im wesentlichen nach den Angaben von Thomas, Ingalls und 
Luck (5). Uber die Argininbestimmungsmethode, die von uns seit lingere: 
Zeit sehr sorgfaltig nachgepriift und weiter ausgebaut worden ist, habe 
wir im theoretischen Teil alles gesagt. Histidin wurde ebenfalls kolorimetrisc| 
nach K. Lang (12), Cystin nach Folin und Marenzi bestimmt. Bei de: 
Herstellung des Harnsaéurereagens zur Cystinbestimmung haben wir aut 
die Entfernung des Molybdans, wie sie Molin und Marenzi (13) mangel- 
molybdanfreier Wolframpraparate fordern, imzwischen verzichten 7 
kénnen geglaubt, da wir jetzt tiber sehr viel reinere Praparate von Natrium 
wolframat verfiigen. Die Priifung der fertigen Reagenslésung (mit Natrium 
wolframat ,,Merck*’ hergestellt) nach den von Lugg (14) angegebene: 
Reinheitsbedingungen ergab mit Tyrosin tiberhaupt keine Reaktion be 
irgendeinem px, wie gefordert, und mit Tryptophan lediglich eine schwacl« 
Reaktion in stark alkalischem Medium, dagegen auch hier keine Spur vor 
Reaktion bei dem schwach sauren px der Cystinbestimmung. Bei so cystin 
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red Hvdroly saten, Wie sie hier vorliegen hat auch diese Methode wie alle 
brigen erhebliche Schwierigkeiten. Wir haben friiher lange Jahre Cystin 
ach dem Prinzip von Siullivan bestimmt, sind aber dann zu der Methods 
on Folin-Marenzi itibergegangen, weil sie uns leichter durchfiihrbar und 
her mit weniger Fehlerquellen behaftet schien. Aber wir haben die gleiche 
Feststellung gemacht wie viele Autoren vor uns, daB die ideale Cystin 
bestimmung bis heute noch aussteht. Nur bei auBerordentlich peinliche: 
Kinhaltung reproduzierbarer Bedingungen konnten wir zu innerhalb ertriag 
icher Fehlergrenzen reproduzierbaren Ergebnissen gelangen, und zwar schon 
bei den Testbestimmungen: mit Standardlésungen. Bei der Verarbeituny 
<o konzentvierter Hydrolysate, wie sie in unserem Falle notwendig war, 
erhéhten sich die Schwierigkeiten bedeutend, einerseits dureh die Eigen 
firbung der Hydrolvsate, andererseits durch ihren erheblichen Gohalt an 
phosphorwolframsiurereduzierenden Substanzen. Durch die Anwendung 
einer Vergleichslésung mit Sublimatzusatz soll zwar gewahrleistet sein, dal 
die nunmehr noch abgelesene Farbditferenz allem auf Cystin zu beziehen 
ist, aber zum mindesten wird durch die hohen Leerwerte die Ablesung sehi 
erschwert. Bei der Durchfiihrung der Methode gingen wir von den Angaben 
aus, die P. Balint (15) in weitgehender Anlehnung an Lugg (14) dazu macht, 
konnten aber auf diesem Wege keine brauchbaren Ergebnisse erzielen. Wir 
gingen dann dazu tiber, diejenigen Bedingungen, die nach der Vorsehrift 
von Balint nur sehr ungeféhr einzuhalten sind, insbesondere die Konzentra 
tionsverhaltnisse in Analysenprobe und Vergleichslésung und das von Luggy 
geforderte pu von 5,7 in der exaktesten Weise festzulegen. Wir verwandten 
also immer gleiche Mengen von entsprechend verdiinntem Hydrolysat bzw 
Standardlésung und fiihrten die Kinstellung und laufende Kontrolle des py 
mit Hilfe des Lonometers von Lautenschliger durch. Nur unter diesen rein 
technisch die Arbeit sehr erschwerenden Bedingungen und durch haufige 
Wiederholung aller Versuche gelang es uns, die Fehlergrenze auf eip geringes 
Mafi herunterzudriicken. Unsere cystinarmen und verhaltnismaBig hoch 
konzentrierten Hydrolysate konnten wir dabei nur auf dem Wege der 
Differenzbestimmung, d.h. unter Zusatz einer gleichbleibenden Menge 
Standardlésung einsetzen, um in den giinstigsten Bereich der Ablesung zu 
kommen. Auf diese Weise konnten die Einfliisse von Eigenfarbung und 
Leerwert des Hydrolysats in ertraiglichen Grenzen gehalten werden, anderer 
seits liegt es in der Natur des Ditferenzverfahrens, dal im Vergleich zum 
CGesamtwert unbedeutende Fehler, z. B. auch die unvermeidlichen Ab 
lesungsfehler am Photometer, auf die Differenz bezogen, ein sehr viel 
groBeres Gewicht erhalten. Dadureh jedoch, daB alle Bestimmungen, 
sowohl mit Standardlésung allein, wie auch mit Hydrolysatzusatz, 10- bis 
20mal ausgefiihrt wurden, sind wir fiir die Cystinextinktionskurve schlieBlich 
zu einer theoretisch genauen Geraden gekommen und glauben, auch fii 
die Differenzbestimmungen der Hydrolysate die Fehlergrenze unterhalb 
10) gehalten zu haben. 

Tyrosin und Tryptophan wurden im alkalischen Hydrolysat bestimmt, 
nach der Methode von Folin und Ciocalteu (16) in der Modifikation von 
Folin und Marenzi (17) und nach der fiir das Stufenphotometer ausgearbei 
teten Vorsehrift von Balint (15). Die Hydroly se wurde in diesen Fallen 
durch 20stiindiges Erhitzen mit 20° ,iger Natronlauge im Wasserbad vor 
genommen. Tyrosin haben wir auBberdem um der Vergleichbarkeit mit den 
Arbeiten von Kraut und Fink willen auch nach der Methode von Zuwer- 
kalow (18) nach dreitagiger Hydrolyse mit 5° ,iger Natronlauge bei 40° 
bestimmt. Beide Methoden, ebenso die Tryptophanbestimmung, leferten 


immer gut tibereinstimmende Werte. 
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Zusammenfassung. 


Wir haben die bisher einzigen veréffentlichten Analysenwerte fi 
Bergin-Holzzuckerhefe von Fink und Just zum gréBten Teil nac! 
gepriift und in den meisten Punkten bestatigen kénnen. Lediglic! 
unsere Werte fiir Arginin liegen wm etwa 10°), fiir Histidin, Tyrosi: 
und Tryptophan um etwa 40% und fiir Cystin um 80°, unter dene: 
von Fink und Just. Die Aminoséuregehalte wurden nicht dur 
van Slyke-Analyse, sondern durch kolorimetrische Einzelbestimmunge: 
ermittelt. Die Richtigkeit unseres Cystinwertes wird auch aus den 
Gesamtschwefelgehalt und dessen Verteilung und aus methodische; 
Uberlegungen dargetan. Mit Ausnahme des Cystinwertes stimme 
unsere Aminosdiurewerte ausgezeichnet mit denen fiir die Bierhef 
iiberein, die Kraut und Schlottmann frither nach dem van Slyke-Verfahre: 
gefunden haben. Biologisch betrachtet diirfte die Cystinarmut de: 
Hauptmangel des HefeeiweiBes darstellen und eine Erganzung in diese 
Richtung zu empfehlen sein. 
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Beziehung zwischen Immunitiit. 
reticuloendothelialem System und Antithrombin. 
Von 
Mogens Volkert. 

(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 28, Juli 1941.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Seit der Entdeckung der thrombininaktivierenden Eigenschaften des 
Blutserums durch Worawwitz (1) sind eine erhebliche Anzahl stark wider- 
sprechender Untersuchungen iiber dieses Verhalten veréffentlicht worden. 

Howells (2) Entdeckung des gerinnungshemmenden Stoffes Heparin 
brachte Klarheit iiber gewisse Probleme. Man vermutete jedoch, dai 
Heparin die Anwesenheit eines unbekannten Faktors erfordert, um als 
ein Antithrombin zu wirken. Hovrell nannte diesen Faktor ,,Pro-Anti- 
[Astrup und Darling (3)) haben 


thrombin“. Spitere Untersuchungen | 
gezeigt, daB der gebildete Heparinkomplex nicht mit dem eigentlichen 
Antithrombin identisch ist. 

Eine nahere Untersuchung war in hohem Grade dadurch erschwert, 
daB man keine zufriedenstellende Methode zur quantitativen Messung 
der Antithrombinmenge hatte. Diesem Ubelstand wurde durch eine 
von Astrup und Darling (4) ausgearbeitete Methode abgeholfen und 
mit dieser Methode ist ein Teil der betreffenden Probleme einer erneuten 
Untersuchung unterworfen worden. Die vorlaufigen Ergebnisse der 
selben sollen hier kurz mitgeteilt werden. 

Das Prinzip der Methode besteht in der Bestimmung, wieviel von eine: 
bekannten Thrombinmenge durch eine bestimmte Serummenge unter 
konstanten Versuchsbedingungen inaktiviert wird. Die Antithrombinmenge 
wird deshalb gleich der verschwundenen Anzahl Thrombineinheiten gesetzt 
und als Antithrombineinheiten pro cem Serum angegeben. 

Wie schon frither von Bordet (5) und Dyckerhoff (6) angegeben 
erhalt man durch Immunisierung mit Serum und verschiedenen Protein 
stoffen eine Erhéhung der Antithrombinmenge im Serum. Bordet nahm 
an, daB es sich um ein artspezifisches Immunantithrombin handelt, aber 
wie von Dyckerhoff nachgewiesen wurde, ist dies nicht der Fall. 

In den vorliegenden Versuchen wurde die Immunisierung von 
Kaninchen mit folgenden Lésungen vorgenommen: 

. Bordet-Plasma‘*! vom Rind. 

5° ,ige Eieralbuminlésung. 

3. 5%ige Edestinlésung. 

4. Mischvaccine von Pneumokokken, Twpe 1, 2, 4 und 5. 


, 
2 


1 Im _ ,,Bordet-Plasma* ist das Prothrombin durch Adsorption an 
Tricaleiumphosphat entfernt [ Bordet (7)]. 











nheilen 


Antithrombine 


335 M. Volkert : 


Bei Nr. 1, 2 und 3 wurde die [mmunisierung durch fiinf intraven 


Injektionen, jede mit 2cem, ausgefiihrt. Die beiden ersten Injektion 


wurden mit 2 Tagen Zwischenraum, die folgenden mit 3 Tagen Zwische: 
raum gegeben. 

Die erhaltenen Kurven tiber die Antithrombinmenge wahrend d 
Immunisierung mit den obengenannten Lésungen 1 —2 waren in jeden 
Falle praktisch identisch. Eine typische Kurve ist in Abb. | dargestel|: 

Wie die Kurven zeigen, verursachen die beiden ersten Injektione: 
keine Verainderung. Die dritte Injektion, 5 Tage nach der ersten Injek 
tion, und auch die darauffolgenden, bedingen unmittelbar nac! 

der Injektion eine plétzliche Zi 








a RN | ~onahme der Antithrombinmeny: 
| von 10—15°,. Diese Zunahm: 
220} | dauert nur wenige Stunden und 
zeigt sich in einer geringen, aber 
= IW | doch deutlichen Verlangerung de: 
| \/ |  Gerinnungszeit des Plasmas. Si: 
————— | erinnern so, wenn auch in kleinen 
hd I I | t | Ausmas}, stark an das Verhalten 
| Seaton qne-de tenes | beim anaphylaktischen Schock 
uo 5 %iger Edestiniésung iv | und werden vermutlich durch Ab- 
0 . 8 12 16 20 . ‘ 
age sonderung von kleinen Heparin 


Abe. 1. mengen in die Blutbahn ver 
ursacht. 

Wenn man von diesen Zacken, die durch die drei letzten Injektionen 
bedingt sind, absieht, zeigt es sich, daB die Antithrombinmenge am 
6.7. Tage nach der ersten Injektion zu steigen beginnt. Die Steigunyg 
ist zu Beginn langsam, wird aber schnell steil, um am 10.—11. Tage 
jah abzubeugen und dann auf gleichmabiger Héhe zu bleiben. Dies 


halt sich einige Tage und die Menge fallt dann im Laufe von 4 Wochen 


langsam auf den Normalwert. 

Sieht man von den besprochenen Zacken ab, so zeigt es sich, dats 
die Kurven stark an Kurven iiber die Antistoffbildung erinnern. 

In samtlichen Versuchen mit verschiedenen Kaninchen liegen di 
Maximalwerte der Steigung, die etwa 60 —-70°4 ausmachte, nahezu 
gleich hoch. 

Es zeigte sich, daB es nicht médglich war, diese Steigung durcl 
weitere Injektionen zu erhéhen; eine Fortsetzung der Injektionen ver 
ursachte nur die gewohnten Zacken in der Kurve. 

Auch ich fand in meinen Versuchen keine Einwirkung auf di 
Gerinnungszeit, trotz der groben Erhéhung der Antithrombinmenge 
wie bereits Dyckerhoff erwahnt. 

Die Immunisierung mit Pneumokokken wurde mit einer Misch 
vaccine der Typen 1, 2, 4 und 5 vorgenommen, die pro ecm LOOO bis 
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200 Millionen Bacterien enthielt. Hiervon wurden fiinf Injektionen 
iit 2 Tagen Zwischenraum gegeben: die beiden ersten Injektionen 
waren 0.25 eem,. die drei letzten 0,5 cem. Bei diesen Untersuchungen 
yeigte sich kein Anwachsen der Antithrombinmenge. 

Beim Hervorrufen eines anaphylaktischen Schocks erhalt man, wie 
von verschiedenen Forschern erwahnt, eine kraftige Absonderung von 
Heparin in die Blutbahn. Bei Untersuchung dieses Verhaltens wurde 
in Ubereinstimmung mit Dyckerhof/ (8) gefunden, daB in den auf den 
Schock folgenden Tagen groBe Antithrombinmengen im Plasma auf 
treten und da®B diese auf die Gerinnungszeit keinen EinfluB hatten 

Die Antithrombinmenge 
wihrend des Schocks selbst 
und in den Stunden danach % 4 A ces 


wurde deshalb naher unter- 


fen 


bine 
ah 


sucht. te 

Unmittelbar nach der & jy pea 
schockerzeugenden Injektion g ee 
und in den folgenden 4 Stun- io EP 
den fand sich, wie aus Abb. 2 aa at 
ersichtlich, die von zahlreichen oe ay “ee 
Verfassern nachgewiesene He- te 


parinkurve. Hierauf halt die 

Antithrombinmenge sich auf einem Normalwert wahrend etwa 3. bis 
$ Stunden konstant, beginnt aber darauf gleichmakig zu steigen und 
erreicht im Laufe von 20 Stunden das gleiche Maximum wie die Heparin- 
kurve. Diese sekundére Steigung war von keinerlei Verlingerung der 
Gerinnungszeit des Plasmas begleitet. 

Nachdem die Antithrombinmenge bei der sekundaren Steigung 
ihr Maximum erreicht hat, halt sie sich hier einige Tage: hierauf folet 
ein gleichmaBiger Fall. 

Da, wie erwahnt, die Antithrombinmenge bei der Immunisierung 
der Antistoffbildung zu folgen scheint. war es naheliegend, das Verhalten 
zu untersuchen, wenn man das reticuloendotheliale Svstem mit Tusche 
blockiert. Kleine Tuschemengen, 0.1 ccm pro kg, intravendés injiziert, 
verursachen bei Kaninchen einen jahen, aber kurzzeitigen Fall der 
Antithrombinmenge um etwa 20°,. Wiederholte Injektionen mit 
einigen Tagen Zwischenraum ergeben fiir die beiden ersten Injektionen 
den beschriebenen kurzdauernden Fall von etwa 20°... aber die darauf- 
folgenden Injektionen fiihren zu einem stets geringeren Fall und die 
fiinfte Injektion gibt keine Anderung der Antithrombinmenge mehr 
die nun normal liegt (s. Abb. 3). 

Versucht man nun mit der oben beschriebenen Technik die Tiere 


zu immunisieren, so erhalt man keine Erhéhung der Antithrombin 
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menge. Genau so wenig findet man bei einem im vorhinein immu: 
sierten und darauf mit Tusche behandelten Tier durch den Versuc! 
einen anaphylaktischen Schock zu erzeugen, eine Absonderung v: 
Heparin oder eine Antithrombinsteigung. 

Injiziert man normalen Kaninchen 0,5 ccm Tusche pro kg intravenos 
so erhalt man bei Injektion von geringen Mengen einen jahen Fa 
vonetwa 20°,. Diesem folgt jedoch nicht eine Steigung zu dem normale; 

Werte, sondern die Antithrombiu: 











| ' <0 " 
- | | | | menge halt sich sehr lange aut 
| ’ ’ ’ ! 
60} 7 To 
| dem niedrigen Niveau, auf das sir 
a a One| 
/ durch die Tuscheinjektion 
| 
149\ bracht wurde. 
| 
Werden 0.5 com Tusche pri 
aol kg Kaninchen intravends — in 
jiziert, die durch Immunisierung 
| = Jnjektion von o.com lusche Je kg iy auf ein Maximum der Anti 
| Ver? 
100" — thrombinbildung gebracht sind 
p 4 8 12 16 /age Rs . . . 
Abb. 3 g erhalt man einen plotzlichen 


Fall auf die normalen Werte. 
Dieser durch Tuscheinjektionen bei Kaninchen gefundene Fall de: 
Antithrombinmenge scheint mit den alteren Angaben, daB Tusch 
injektionen bei Hunden und Katzen eine Heparinabsonderung in di: 
Blutbahn erzeugen soll, nicht 














aud iibereinzustimmen, Allerdings 
| kénnte daran gedacht werden 
| daB diese Heparinabsonderung 
7 | . o . ° 
we / einen Fall des eigentlichen Anti 
4 | thrombins verdeckt hat und dati 
a | | man dieses klarlegen kénne, wen 
| Tnjektion von | : / 
OSccm lusche | die Antithrombinmenge in de: 
Jengtr | Stunden nach der Tuscheinjek 
7/ t 1 . ee 
” | tion untersucht wiirde, da di 
Heparinwirkung nur kurz ist 
ao! wahrend die Wirkung von grobe: 
0 4 8 12 16 2) 


«wy  Tuscheinjektionen, wie erwahnt 
Abb. 4. =i 


eine langdauernde ist. 

Bei intravenéser Injektion von 0,45 ccm Tusche pro kg bei eine: 
Katze und Untersuchung der Antithrombinmenge in den daraut 
folgenden Stunden wurde diese Annahme bestiatigt. Es fand sich, wi 
aus Abb. 4 ersichtlich, zuerst eine typische Heparinkurve, aber dies: 
fallt nicht nur auf den normalen Wert, sondern weit darunter und halt 
sich hier konstant. Dieser dauernde Fall ist von gleicher GréBenordnung 
wie der durch Tuscheinjektionen bei Kaninchen erzeugte und es zeiz! 
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sich, dab, abgesehen von der bei Katzen auftretenden Heparinabsonde 
rung, das Verhalten identisch ist. 

Die Abnahme, die bei intravenéser Injektion von 0.5 cem Tusche 
pro kg in der Antithrombinmenge hervorgerufen wird, legt den Ge- 
danken nahe, daB es auf diesem Wege méglich sein miBte, das Anti 
thrombin ganz zu entfernen. Es zeigte sich aber, daB dies nicht der 
Fall ist, indem selbst grobe Tuschemengen und wiederholte Injektionen 
keinen gréBeren Effekt als Injektionen mit 





0.5 c¢em pro ke ergaben. S al ] 
Frithere Versuche haben gezeigt, dab 3 | 
bei Kaninchen ein grofer akuter Blut- S| 
verlust (etwa 1/, der gesamten Blutmenge) © | 
einen Fall der Antithrombinmenge von € | 
etwa 20—30° ergab. dem eine Steigung ~*~ " pa 
zum normalen Wert im Laufe von 2--3 Tagen ae 
= 


folete. Wurde den Kaninchen zuerst 0,5cem i sgt / 
Tusche pro kg intravendés injiziert, wodurch 
wie erwahnt die Antithrombinmenge fallt, 





im sich dann auf einem niedrigeren Niveau 
konstant zu halten, und dann unter Ather- ol wdilhsilahetl alae 
narkose ein Aderlaf aus der Arteria carotis : 
von etwa 1/, der gesamten Blutmenge vor- 
genommen, so wird ein weiterer Fall der Antithrombinmenge hervor- 
verufen. Dieser Fall wird zwar wie beim normalen Tier im Laufe von 
einigen Tagen kompensiert, aber die Steigung geht nur bis zu dem 
Niveau, auf das die Antithrombinmenge durch die Tuscheinjektion 
vebracht wurde (s. Abb. 5). Hierauf biegt die Kurve ab oder halt sich 
konstant. Es zeigt sich hieraus, 





& JX0—— 
da8 Tuscheinjektionen diese Bildung *% 

& na 
von Antithrombin nicht blockieren ‘% Yo 
kénnen. & / 

Wie Dyckerhoff (9) hervorge- &€ z f | 
hoben hat, tritt bei Kaninchen %& | 





durch experimentell erzeugten Sta- 





seikterus, durch Unterbindung des aera 
Ductus Choledocus, eine Erhéhung 140) | 
der Antithrombinmenge auf. Dieses | 

Verhalten wurde in einer kurzen = wt—— - —— Ly 
Versuchsreihe untersucht (siehe ; " Mlle. Oy 9 ” 


Abb. 6). 

Das Verbleiben der hierbei erhaltenen Kurve auf konstanter Héhe 
erinnert auffallend an das bei Immunisierung gefundene Verhalten, um 
so mehr, als auch hier das erreichte Maximum eine Steigung von 60 bis 
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70°% ausmacht. Es war deshalb naheliegend zu versuchen, ob Tusc] 
injektionen vor oder gerade nach der Operation auch in diesem Fa 
eine Steigung verhindern kénnten. 

Dies wurde nur in einem Falle untersucht, aber es zeigte sich hi 
daB fiinf Injektionen von je 0,2 cem Tusche direkt nach der Operati: 
mit | Tag Zwischenraum wahrend der ganzen Dauer des Versuchs « 
Antithrombinsteigung véllig verhinderten. 

Die hier beschriebenen Beobachtungen scheinen darauf zu deut: 
dafi das normale Antithrombin im Blutserum aus mindestens zw 
Komponenten besteht. Die eine Komponente, die etwa 20°, der total: 
Thrombinmenge ausmacht, ist eng an das reticuloendotheliale Syst: 
vekniipft oder wird von diesem gebildet: dieser Anteil kann dut 
Injektion von groben Tuschemengen beseitigt werden und kann unt 
verschiedenen pathologischen Umstinden auf das Mehrfache steig: 


Die andere Komponente, die ungefahr 80°, der normalen Gesami' 
menge ausmacht, scheint unabhangig von dem reticuloendotheliale: 
System zu sein und halt sich bei den erwahnten Verhaltnissen konstan' 


es ist unmdglich, diese durch Tuscheinjektionen oder durch Aderla 


zu entfernen. Ob diese letzte Komponente durch die unspezifisch: 
enzymhemmende Wirkung der Eiweifstoffe verursacht ist, soll hic: 


nicht diskutiert werden. 


Fiir Uberlassung der zu diesen Untersuchungen notwendigen grobe: 


Thrombinmengen danke ich ,,Lovens Kemiske Fabrik‘, Kopenhage: 
verbindlichst. 
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Der Vitamin C-Gehalt im Weif- und Rotkraut 
zu verschiedenen Jahreszeiten. 
Von 
Bozidar Vajic. 
(Aus dem Zentralhygienischen Institut zu Belgrad.) 


(Eingegangen am 24, Februar 1941.) 


Kinleitung. 

Das jugoslavische Sauerkraut enthalt fast stets erhebliche Vitamin ¢ 
Mengen, und zwar auch noch recht lange Zeit tiber nach der Fermen 
tierung. Allerdings haben wir auch bei unseren Untersuchungen Sauer- 
kraut gefunden, das nur sehr wenig Vitamin C enthalten hat. Der 
Grund fiir die letzterwihnte Erscheinung ist jedoch nicht ein geringer 
Vitamin C-Gehalt im Rohkraut gewesen, in dem stets betrachtliche 
Vitamin C-Mengen gefunden werden, wie sowoh! unsere eigenen wie die 
Untersuchungen anderer Autoren beweisen, auch ist die Ursache fii 
diesen Vitaminmangel nicht der Fermentierungsproze}, um so weniger 
als die milchsaure Garung das Vitamin C nicht vernichtet. 

Der verschiedene Vitamin C-Gehalt im Rohsauerkraut  bildet, 
ebenso wie die verschiedene, haufig unzweckmaBige Art der Vor- 
bereitung fiir die Analysen sowie unrichtige Untersuchungsmethoden, 
die Ursache dafiir, da man beziiglich des antiskorbutischen Wertes 
des Sauerkrautes stark unterschiedliche Daten finden kann. Demgegen- 
liber stimmen die Angaben tiber den Vitamin C-Gehalt im Rohkraut 
bei den verschiedenen Autoren mehr oder weniger untereinander 
iiberein. Obwohl auch innerhalb der mitgeteilten Resultate erhebliche 
Unterschiede bestehen, so ist sich doch die Mehrheit der Untersucher 
dariiber einig, daB das WeiBkraut ein gutes Antiskorbuticum ist, was 
wir auch an Hand unserer Untersuchungsergebnisse an jugoslavischem 
Kraut beweisen werden. Die verschiedenen Vitamin C-Gehalte im 
Weibkraut kann man u.a. auch auf folgende Weise erklaren: Der 
héchste Vitamin C-Gehalt wird in ganz frischem Gemiise gefunden; 
nach dem Pfliicken entsteht ein gewisser unvermeidlicher Verlust, der 
von der Art der Aufbewahrung usw. und schlieBlich auch von den 
spezifischen Eigenschaften des betreffenden Gemiises abhangig ist. 
xewisse Gemiisesorten, wie z. B. griine Paprika, kénnen nach unseren 
Untersuchungen das Vitamin lange Zeit iiber praktisch fast ohne 
Verlust bewahren. Hierzu tragt wahrscheinlich die dicke und harte 
Schale, die die Oxydation verhiitet, das ihrige bei. Andererseits verliert 
das viel zartere Blattgemiise, wie z. B. der Spinat, mit seinen schnell 
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verwelkenden Blattern sehr rasch sein Vitamin C. Der Vitami 

C-Gehalt kann 1—2 Tage nach dem Pfliicken um 80°. seiner Anfangs 
menge abnehmen. Ferner kénnen, auBer der Natur des Gemiises selbst 
gewisse Fermente — Oxydasen —, die imstande sind, groBe Vitamin ( 

Mengen in verhaltnismaBig kurzer Zeit zu vernichten, von grober 
Bedeutung sein. 

Man darf ohne weiteres erwarten, daB das Weifkraut mit seinen 
recht harten Blattern recht widerstandsfahig gegen auBere Einfliiss: 
die an sich das Vitamin C zu schadigen vermégen, ist. Diese Widerstands 
fahigkeit wird noch dadurch erhéht, daB das Kraut in Képfen gelagert 
wird, in denen die Blatter hart aneinander gepreBt sind, wodurch schad- 
liche Einfliisse noch mehr abgewehrt werden. 


Bisherige Untersuchungen. 


Die bisher bekannten, zumal die alteren Untersuchungserge bniss: 
sind mit Hilfe biologischer Methodik gewonnen worden. Die neueren 
Untersuchungen basieren gréBtenteils auf chemischer Vitamin C-Be- 
stimmung. Die biologischen Untersuchungen werden gewoéhnlich an 
Meerschweinchen vorgenommen, so da sich die betreffenden Date: 
itber die Schutzmengen der einzelnen Nahrungsmittel auf jene beziehen 


In der Literatur werden folgende Daten angegeben: Wahrend Delj 
gefunden hat, daB schon mit 1 bis 1*/, g Rohkraut ein ausreichender Se.:utz 
gegen Skorbut erzielt wird, fiihrt Naeslund an, daB die kleinste Tagesschutz 
dosis 7g Kraut betragt; dies wiirde also bedeuten, daB das Kraut zu der 
wenig wirksamen antiskorbutischen Nahrungsmitteln gehére. Nach dei 
Untersuchungen in der South Dakota-Station betragt die Tagesdosis i g, 
nach Hessler Johnson und Walsh betragt sie 2—3 g. Hahnhat den Wei8kraut 
saft auf seinen antiskorbutischen Wert untersucht und festgestellt, da! 
mit 2ceem Saft eine normale Wachstumskurve bei den Untersuchungstiere! 
erzielt wird. Mit 0,5 ccm ergab die Sektion einen zwar leichten, aber doc! 
ausgesprochenen Skorbut, und auch mit 1 cem wurden immerhin doc! 
merkliche Anzeichen eines Skorbuts gefunden. Nach diesen Untersuchungs 
ergebnissen wiirden also fiir den Menschen als Schutzdosis taglich etwa 
75ceem Saft erforderlich sein. Maurice Uzan gibt in seinem Beitrag iiber 
den Vitamin C-Gehalt in Lebensmitteln fiir WeiBkraut an, da®B dieses nac} 
den Mitteilungen verschiedener Autoren 15—132 mg®,, bzw. 30 mg®,, durch 
schnittlich enthalte. Jung erwahnt, daB das Kraut 40 mg®, enthalt, Melh 
und Mitarbeiter: 50—100 mg°®,, Mathiessen und Aschehoug: 23 mg 
Wieters hat in dem Saft eines Krautkopfes zur Sommerszeit nur 9 mg”? 
anderen dagegen 30—31mg°, gefunden. 

Gould und Mitarbeiter geben an, daB das Kraut im Sommer melt: 
Vitamin enthalt als im Herbst und Winter. Wahrend der Lagerung nimmi 
der Vitamin C-Gehalt allmahlich ab. Nach den Angaben von Scheunert 
betragt der Verlust wahrend der Lagerung iiber 50°,, in einzelnen Faille 
kann er noch héher sein. Scheunert gibt an, daB er im Friihling bei eine: 
Krautkopf 8 g als ausreichende Tagesschutzdosis, bei anderen nur 2 g al- 
geniigend gefunden hat. Wie man sieht, sind die Verluste sehr verschieden, 
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aber es kommt unter gewéhnlichen Verhaltnissen niemals vor, da®B das 
Vitamin C vollig verschwindet. 

Die aufgefiihrten sehr verschiedenen und wahrscheinlich auch unvoll- 
standigen Angaben beweisen, daB es viele Faktoren gibt, die den Vitamin C- 
Gehalt im WeiSkraut beeinflussen. 

Wenn man die Resultate der biologischen und chemischen Unter- 
suchungen miteinander vergleicht, so sieht man, daB sie im wesentlichen 
yanz gut iibereinstimmen. Scheunert und Reschke haben gleichzeitige 
Untersuchungen mit beiden Methoden durchgefiihrt. Mit der chemischen 
Methode haben sie 30 —60 mg®,, Vitamin C gefunden, wahrend die biologi- 
schen Resultate, berechnet auf den absoluten Vitamin C-Gehalt, 35 mg° 
ergeben haben. 

Kigene Untersuchungen. 
Der Vitamin C-Gehalt im WeiBkraut. 

Mit Riicksicht auf die angefiihrten groBen Unterschiede im 
Vitamin C-Gehalt des auslandischen Weifkrautes war es von Interesse, 
auch das jugoslavische WeifSkraut zu untersuchen, wenn man auch 
schon von vornherein mit einer gewissen Sicherheit behaupten konnte, 
daB auch dieses Kraut erhebliche Vitamin C-Mengen enthalten wiirde. 
Wir haben nun im Verlauf der vergangenen Jahre den Vitamin C-Gehalt 
im WeiBkraut zu verschiedenen Jahreszeiten bestimmt und auf diese 
Weise gleichzeitig ein Bild erhalten, mit welchen Vitamin C-Mengen 
wir in den einzelnen Jahreszeiten rechnen kénnen. Fiir die Unter- 
suchungen haben wir Kraut von den Belgrader und Semliner Markten 
beschafft, die das Kraut ihrerseits aus Nordserbien, Srem und Vojvodina 
erhalten haben. Ausnahmsweise — besonders im Vorfriihling — kommt 
auch Kraut aus den siidlichen Gegenden des Landes auf den Markt. 
Es konnten zwischen den einzelnen Exemplaren aus dem Sitiden und 
denen aus den nérdlichen Gegenden keine Unterschiede festgestellt 
werden. 

Die Vitamin C-Bestimmung wurde auf chemischem Wege vor- 
genommen, mittels Titration mit Dichlorphenolindophenol, und zwar 
in Extrakten, die mit Schwefel-. Essig- und Trichloressigsiure gewonnen 
worden sind. 

Die Ergebnisse der Vitamin C-Bestimmungen sind in Tabelle | 
wiedergegeben. Es sind darin die Daten iiber die Vitamin C-Menge, 
berechnet auf 100g, ferner die Krautmenge, die 50 mg Vitamin C 
enthalt eine Menge, die als optimale Tagesmenge fiir den Menschen 
angesehen wird —, aufgefiihrt. 

Die Untersuchungsergebnisse aus den Jahren 1935 und 1936 sind 
mit Schwefelséureextrakt erzielt worden, die Resultate aus 1938 und 
aus der ersten Halfte 1939 mit Essigsiure und die aus der zweiten 
Halfte 1939 mit Trichloressigsiure. Obwohl wir schon friither fest- 
gestellt haben, daB die Schwefelsaureextraktion héhere Resultate ergibt 
als die Essigsiureextraktion, so bestehen gleichwohl zwischen den einen 
und den anderen Resultaten keine nennenswerten Unterschiede. Der 


Biochemische Zeitschrift Band 309 23 











346 B. Vajic: 


Tabelle 1. VitaminC-Gehalt im WeiB- und Rotkraut. 





a. mg : _ 50 mg 
Jaht Monat Vitamis Cc FP pa ae Jahr Monat Vitamin ( ‘at Cates 
in g Kraut in g Kraut 
WeiBkraut 1938 4 40,6 123 
1935 XI 37,7 133 X 52,1 V5 
XI 10,1 124 x 42,7 117 
XI 49,1 102 XI 83,2 150 
XII 40,6 123 XII 30,5 163 
XII 38.5 130 XII 46,2 108 
XII 32.8 152 1939 I 27,5 18] 
1936 I 36,8 136 I 42,3 11s 
II 30,1 166) I 22,6 221 
Vil 12,4 118 IT 30,1 166 
X 37,2 134 Il 13,0 384 
X 34,3 146 II 27,4 182 
XI 31,8 157 II 31,8 157 
XI 28,5 175 III 22,9 218 
XI 34,3 145 Il 26,5 189 
XII 27,5 180 IV 21,5 232 
XII 26,8 186 IV 62,8 79 
XII $2.7 117 \ 60,0 &3 
1938 || I 21,6 228 IX 37,2 134 
II 33,9 149 y 4 40,9 122 
Ill 49,5 101 X 34.0 147 
III 15,8 109 XI 27 117 
IV 44,2 113 XI 67.7 7 
Vv 15,7 66 XI 44,5 He 
v 57,3 87 XI 41,3 121 
V 40,6 123 
VI 40,5 123 Lotkraut 
VI 36,5 136 1938 Vill 94.1 53 
VII 31.7 157 X 78,4 64 
a a - 
vi 7 ane 168 1939 4 58,8 85 
a 7 85,0 5u 
1938 VII 45,3 110 XI 67,0 75 
Vil 33,8 147 XI 78,8 63 
VIII 45,4 110 XI 82,5 60 
#4 37,2 134 





Grund hierfiir liegt darin, daB der Einflu8 der 4uBeren Faktoren erheb 
lich gr6éBer sein kann als die Unterschiede in der Arbeitsmethode 


Infolgedessen finden wir in Exemplaren, die mit Schwefelséure extrahier' 


worden sind, haufig niedrigere Werte als in anderen, die mit Essigsaur 
extrahiert worden sind, und umgekehrt. Ja wir finden sogar im Jahr 


1938 mit Essigsdiureextrakt durchschnittlich héhere Werte als in den 


friiheren Jahren, in denen wir Schwefelsiéure verwendet haben. Di 
Ursache hierfiir ist jedenfalls in dem Jahre selbst zu suchen, das, wenig 
stens fiir Kraut, beziiglich der Erzeugung von Vitamin C 
dasteht als die friiheren Jahre. 

Bei unseren Exemplaren finden wir, daB der Vitamin C-Gehal: 
zwischen 13,0 und 75,7 mg®, schwankt. Die Grenzwerte sind also seh: 


glinstige! 
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weit voneinander entfernt. Jedoch sieht man bei naherer Betrachtung, 
daB sich bei der Mehrzahl der untersuchten Exemplare die Vitamin 
(-Menge in erheblich engeren Grenzen halt. Nur bei einem einzigen 


lag der Vitamin C-Gehalt unter 20 mg®,, wahrend andererseits auch 
nur eine kleine Anzahl insgesamt 6 -. Exemplare einen Vitamin- 


gehalt tiber 50 mg% 
Krautpflanzen, und zwar Blatter, die noch keinen Kopf gebildet hatten. 
Alle anderen Werte beziehen sich auf Krautképfe. Die Blatter des 
jungen Krautes werden nur frisch gepfliickt verwendet und_ besitzen 


hatten; von diesen waren vier ganz junge 


fiir die Ernahrung keineswegs auch nur annahernd die groBe Bedeutung 
wie das Kraut in Képfen. Nachdem die jungen Blatter erheblich mehr 
Vitamin C als die Képfe enthalten, so ist es klar, daB von einem gewissen 
Augenblick an im Laufe der Vegetation eine Verringerung der Vitamin 
(Menge ecinsetzt. 

Wir haben die Vitamin C-Menge an insgesamt 60 Exemplaren 
bestimmt. Fiir die Analyse wurde stets eine Durchschnittsprobe aus 
einem ganzen Kopf genommen. Wenn wir die erhaltenen Werte in 
einzelne Gruppen einteilen, so bekommen wir folgende Uhersicht : 


Bis zu 20 mg enthielt E MONE. ook ns ced «es 1,7 
20—30 ,, enthielten 10 Exemplare ............ 16,6' 
30—40 = 22 pre RRL yee 36,7 

» s» 40—50 _,, i DELS, Pagel Pivcatelee cies 35.0 

Uber Sn ‘4 6 ee ee ee ee 10,0 


Die obige Ubersicht zeigt uns, daB iiber 70° der untersuchten 
Exemplare einen Gehalt von 30—50 mg®, aufweisen. Die Zahl der 
Exemplare oberhalb und unterhalb dieser Werte ist ungefahr die gleiche. 
Nachdem die Daten dieser Ubersicht fiir alle Jahreszeiten gesammelt 
worden sind, kénnen wir das Kraut unter die Nahrungsmittel rechnen 
die stets erhebliche Vitamin C-Mengen enthalten. 

Aus der Tabelle kann man weiterhin ersehen, in welchen Kraut 
mengen wir je 50 mg Vitamin C finden. Es versteht sich, dab, um die 
optimale Tagesmenge von 50 mg Vitamin C in den Organismus gelangen 
zu lassen, eine gréBere Rohkrautmenge erforderlich ist als in der Tabelle 
verzeichnet ist, je nachdem auf welche Art das Kraut zum Verzehr 


zubereitet wird. Am wenigsten ist erforderlich, wenn Rohkraut als 
Salat — verzehrt wird, wahrend vom gekochten Kraut erheblich mehr 


benétigt wird. 


Der Vitamin C-Gehalt in den einzelnen Monaten. 

Die oben aufgefiihrte Gruppenitibersicht liber den Vitamin C-Gehalt 
gibt ein allgemeines Bild von den Mengen dieses Vitamins im Kraut 
Ein klareres Bild iiber die Bewegung des Vitamin C-Gehalts bekommt 
man, wenn man die Werte nach Monaten bestimmt. Natiirlich darf 
man in diesem Falle keine regelmaBigen Verainderungen erwarten, da 


» 


2 * 
) 
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ja das Kraut verschiedenen Ursprungs ist und da die in den einzelne 
Monaten — die iibrigens in diesem Falle beziiglich der Krautnahruny 
bedeutungslos sind — untersuchten Exemplare der Zahl nach zu gering 
sind, als daB8 man damit ein gutes Durchschnittsbild hatte gewinne:, 
kénnen. In der nachstehenden Ubersicht ist nur der Vitamin C-Geha|i 
in den reifen Képfen, und nicht in den jungen Blattern aufgefiihrt : 


Tabelle Ll. 











Vitamin Vitamin Vitamin 
Monat C-Gehalt Monat C-Gehalt Monat C-Gehalt 
mg?) mg? |» meg’ 
Januar ...... 30,2 PRA 5585 Bi 40,6 September . . 37,4 
Februar ..... rH AY | 0 eae 36,5 Oktober .... 40.2 
Se : 36,2 OR ces iba 38.0 November .. 40,4 
Eo Soca 3 32,8 August ..... 45,4 Dezember. .. 35,7 


Diese Ubersicht zeigt, daB der Vitamin C-Gehalt des Krautes im 
Sommer und Herbst am héchsten ist, aber es bestanden keine allzugrobe 
Unterschiede gegen andere Monate, mit Ausnahme des Januars und 
Februars. Im Vorfriihling sollte eigentlich der Vitamin C-Gehalt i: 
den K6épfen am niedrigsten sein. Jedoch sind unsere Durchschnitts 
werte fiir diese Jahreszeit etwas héher als in den vorausgehenden 
Monaten; der Grund fiir diese Erscheinung diirfte wohl nur in der 
zufalligen Auswahl der Exemplare fiir die Analyse zu suchen sein 
Wenn wir aber die einzelnen Werte in den Monaten Februar bis Apri! 
betrachten, dann finden wir fiir diese Zeitspanne prozentual die meiste: 
Exemplare mit den niedrigsten Werten, gleichzeitig jedoch auch einig: 
hohe Werte. Aus all diesem kann man den SchluB ziehen, da8B sich de: 
Vitamin C-Gehalt wahrend des Lagerns allmahlich verringert, jedoch 
und dies ist das wichtigste, in erheblich geringerem AusmaBe, als dies so 
haufig in der Literatur angegeben wird. Und auch im Friihling finde: 
wir noch ebenso hohe Werte wie im Kraut wahrend des Sommers uni 
des Herbstes. D. h. also, daB das Kraut zu denjenigen Nahrungsmitte!|: 
gehort, in denen man das Vitamin C gentigend lange Zeit tiber auf 
bewahren kann und da8 wir im Kraut zu jeder Jahreszeit tiber ein 
zuverlassige Vitamin C- Quelle verfiigen. 


Die Vitamin C-Verteilung im Krautkop}. 

Das Vitamin C ist im Krautkopf als ganzem nicht gleichmabi: 
verteilt. Am meisten Vitamin enthalt der Strunk, etwas weniger di 
Blattrippen und am wenigsten der Blatteil als solcher. Wir haben i: 
zwei Krautképfen nachstehende Verteilung gefunden: 


SN Oe ae ea ay eae Nr. 1 50,6 mg®,, Nr. 2 46,5 mg 
Pe ane 5a "6,6 2 
» 


PRE Shee iee Ri 5 8S co DiMG4 99,5 
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Man sieht, daB der Strunk zweimal soviel Vitamin C als die Blatter 
enthalten kann; man sollte also schon deshalb nicht diesen Teil des 
Krautes bei der Zubereitung der Speisen aussondern, wie dieses so 
haufig geschieht. In der Literatur kann man mitunter die Angabe finden 
daB die griinen Gemiiseblatter mehr Vitamin als die weiBen enthalten. 
Nach unseren Untersuchungsergebnissen ist beim’ Strunk gerade das 
Umgekehrte der Fall, und im iibrigen konnten wir bei den Krautblattern 
einen derartigen Unterschied tiberhaupt nicht feststellen. Wir haben 
in zwei Exemplaren fiir griine und weiBe Blatter folgende Resultate 
erhalten : 

grime auBere Blatter ... Kraut Nr. 1 46,.9mz°,, Kraut Nr. 2 37,0 mg% 
weiBe innere Blatter .... os = 2 eee - 3 ee ss 


Man sieht hieraus, daB die Vitamin C-Verteilung zwischen weiBen und 
griinen Blattern vollkommen gleichmaBig ist und dab die Farbe der 
Blatter beim Kraut nicht den geringsten Einflu8 auf den Vitamin C- 
Gehalt hat. 

Der Vitamin C-Gehalt im Rotkraut. 


AuBer Weibkraut wird in Jugoslavien auch Rotkraut, wenn auch 
in erheblich geringeren Mengen, verzehrt. Rotkraut wird im allgemeinen 


nicht eingesduert und nur in frischem Zustand als Gemiise und 
Salat verwendet. Um diesen Untersuchungszyklus abzurunden, 


haben wir auch in einigen Rotkrautexemplaren den Vitamin C-Gehalt 
im Laufe des Herbstes und des Winters bestimmt. 

Es ergibt sich die interessante Tatsache, da Rotkraut erheblich 
mehr Vitamin C enthalt als WeiBkraut. In verschiedenen Exemplaren 
von Rotkraut haben wir bis zu 100°) mehr Vitamin C gefunden als im 
WeiBkraut, das zu gleicher Zeit untersucht worden ist. Wir kénnen 
demgemaB das Rotkraut nicht nur zu den guten, sondern sogar zu den 
sehr guten Vitamin C-Quellen rechnen. Der Organismus kann sich mit 
einer Portion Krautsalat die fiir ihn erforderliche Tagesmenge an 
Vitamin C leicht zufiihren. Nachdem man das Rotkraut zur Her- 
stellung aller derjenigen Speisen, fiir die WeiBkraut gebraucht wird, 
verwenden und es auch einséuern kann, so ware es jedenfalls im Interesse 
der Volksernahrung erwiinscht, daB es in weit hGherem MaBe Verwendung 
findet, als dies bisher der Fall ist. 

Wie wir fiir das WeiBkraut festgestellt haben, daB der Strunk 
mehr Vitamin C enthalt als die Blatter, so haben wir auch in einigen 
Exemplaren Rotkraut den Vitamin C-Gehalt in dem einen wie dem 
anderen Teile festgestellt (Tabelle IIT). 

Wie man sieht, bestehen beim Rotkraut keine so groben Unter- 
schiede wie beim WeiBkraut. Wahrend bei einem Exemplar iiberhaupt 
kein Unterschied zwischen dem Gehalt des einen und des anderen 
Teiles zu verzeichnen war, ist er zwar bei den anderen Exemplaren im 
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Tabelle ILI. 





In den Blittern Ini Strunk Im Strunk mehr 
Nr. des Krautes i 
mg? /o mg? /, mg?/» 
1] 58,5 67,7 Be 
2 85.0 85.0 0.0 
5 78,8 82.5 ay) 
i 82,0 87,4 1.9) 


Strunk héher gewesen, jedoch nur um 3,7 bis 9,2 mg®,; dagegen betrug 
der Unterschied im WeiBkraut tiber 50 mg%. 

In der uns zuginglichen Literatur haben wir gleichfalls héher 
Daten iiber den Vitamin C-Gehalt im Rotkraut gefunden. So gibt z. B 


Rudolph als Gehalt 40—77 mg®, im Rohkraut, 35 mg®,, nach 15 Minuten 


Dampfen und 5—10 mg% in mit Wasser gekochtem Kraute an. Vets 
und Winter fiihren als Durchschnittsgehalt 30 mg®, an, also wenige! 
als im Weibkraut, fiir das sie 40 mg°, angeben, wahrend Wieters fiu 


den Saft von Rotkraut 39 mg®/ anfiihrt. 


Der Dehydroascorbinsduregehalt. 

Im ganz frischen Gemiise kann man fast stets nur die reduziert: 
Form des Vitamins C, d. h. Ascorbinsaure, finden. Durch Kochen kann 
ein Teil der Ascorbinsaéure, teilweise reversibel, teilweise irreversibe|, 
oxydiert werden. Die irreversiblen Oxydationsprodukte sind nicht 
antiskorbutisch und daher fiir uns ohne Interesse, dagegen besitzt dic 
reversibel oxydierte Form die gleiche Aktivitaét wie die reduzierte Forn 
des Vitamins. Wir haben deshalb bei einigen Exemplaren die eine wi 
die andere Form nach van Kekelen bestimmt, und zwar in Schwefel 
Essigsiure- und Trichloressigsiureextrakt. Die Resultate sind in de: 
nachstehenden Tabelle IV wiedergegeben : 


Tabelle IV. 





Schwefelsdure Essigsiure Trichloressigsiiure 
vor der nach der : vor der nach der U vor der nach der ' 
Reduktion Reduktion ! reve Reduktion Reduktion ‘sme Reduktion Reduktion a 
scene scniec = 
mg’) yg mg’, mg mg’ 6 mg mg 
16,5 56,4 9,9 12,2 53,2 11,0 
38,7 13,8 5,1 26,5 $1,3 4,8 
20,9 23,3 2,4 24,8 28,3 
2) G IDS 29 29 @ 29. qs 
et mts —st ~_-—* Vee Ee) 
20.0 36.4 6.4 26,5 33,0 5.5 17,4 23,1 5,7 


Allerdings wissen wir bei diesen Resultaten nicht, ob und welcl: 
Mengen Dehydroascorbinsaure primar in dem Kraut vorhanden gewes 
bzw. ob diese erst im Verlauf der Arbeit entstanden sind. Dem 
zu allen in der obigen Tabelle aufgefiil rten Bestimmungen ist das Krau' 
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zuvor zerkleinert und dann mit Saure versetzt und extrahiert worden. 
Hierdurch kann sich die Ascorbinsdure teilweise reversibel oxydieren, 
wodurch sie, sofern sie nicht zuvor reduziert wird, fiir das Ergebnis 
verloren ist. Die Hohe des Vitamin C-Verlustes, der beim Zerkleinern 
entsteht, hangt von der Natur des Nahrungsmittels, der Schnelligkeit 
und dem Grade der Zerkleinerung, von der Menge und der Aktivitit 
der Oxydase usw. ab. Wenn mit Trichloressigsiure gearbeitet wird, 
so ist eine vorherige Zerkleinerung nicht erforderlich, man kann namlich 
diesen Vitamin C-Verlust eliminieren, wenn man das Nahrungsmittel 
erst dann zerkleinert, nachdem es in Trichloressigsiure, die ja die 
Oxvdase inaktiviert, eingeweicht worden ist. In zwei Exemplaren 
haben wir den Unterschied zwischen der einen und der anderen Arbeits- 
methode bestimmt. Das zuvor zerkleinerte und sodann mit Trichlor- 
essigsiure extrahierte Kraut enthielt 17.4 mg° Vitamin C. Nach der 
Reduktion mit Schwefelwasserstoff wurden 23,1 mg% gefunden. Genau 
ebensoviel Vitamin wurde gefunden, wenn der entsprechende Teil des- 
selben Kopfes nach der Zugabe von Trichloressigsiure zerkleinert 
worden ist. Ein anderer Krautkopf enthielt 77,83 mg®, Vitamin C 
nachdem er nach dem Zerkleinern extrahiert worden ist, dagegen 
enthielt er 85,3 mg°. nachdem er zuvor in Trichloressigsiure ein- 
geweicht worden ist. 

Diese beiden Beispiele zeigen ganz klar, dab, wenigstens zu einem 
Teile, Dehydroascorbinsaéure bei der Vorbereitung des Materials fiir die 
Analyse entstehen kann. Nach diesen Feststellungen wird das Unter- 
suchungsmaterial von uns nach Méglichkeit in groBen Stiicken ab- 
gemessen und erst nach Zugabe der notwendigen Menge an Trichlor- 


essigsdure weiterverarbeitet. 


Die Stahilitat des Vitamins C im Kraut wdhrend des Kochens 

Wie in jedem anderen Nahrungsmittel, so verringert sich auch im 
Kraut das Vitamin C durch das Kochen. Die Stabilitat des Vitamins C 
hangt ebenso wie seine Verringerung infolge Erhitzens von soviel ver- 
schiedenen Faktoren ab, daB es unmdglich ist, Werte zu bestimmen 
die auch nur annahernd fiir jeden Fall gelten kénnen. Wir sind an 
Hand einiger Experimente zu den weiter unten aufgefiihrten Daten 
gelangt. Zu diesen Experimenten haben wir zwar kein Frischkraut 
sondern Sauerkrautlake verwendet, wodurch die Resultate jedoch nicht 
nennenswert beeinfluBt worden sein diirften. 


Kraut Nr. 1: Urspriinglicher Vitamin C-Gehalt .............. 30,5 mg 
Nur schmell awisekocht .. 5.6. co ckc ie cc ccc wewecs 29.) 
Nach 5 Minuten Kochen .................6:. -, 26,4 
I Stunde aut 65°C orhitzt ............c0cccace 21,8 
Kraut Nr: 2: Urspriinglicher Gehalt ............. 0c cc cceceee 21,1 
Nach 1 Stunde Rochen... . 2. ccccceccccsnceaves 16.4 
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Kraut Nr--3: ‘Urepriinglicber Gebelts. 6 och oes ow eee daeeen 42,4my 
Nach | Stunde Kochen in zugedecktem Topf.... 35,2 
Nach | Stunde Kochen in offenem Topf ....... 30,4 
Nach | Stunde Kochen unter einem Druck von 
ROMS Scare hela ison hir cio te Naren aiden Se ate 9,0 


Diese Untersuchungsergebnisse zeigen, da auch nach einstiindige: 
Kochen (fiir Kraut ist nicht mehr erforderlich) noch immer eine v 
niigende Vitamin C-Menge verbleibt, so daB auch gekochtes Kraut i: 
einer Portion haufig sogar mehr Vitamin ergeben kann, als von einem 
Menschen fiir einen Tag benétigt wird. Beim Erhitzen des Krautes 
auf eine Temperatur von iiber 100° wird das Vitamin C in hohem Mati 
vernichtet, wie aus den Resultaten fiir Kraut Nr. 3 hervorgeht. Wahrend 
dieses Kraut nach einstiindigem Kochen noch 30,4 mg°®, enthielt, hatt: 
es nach einstiindigem Erhitzen unter einem Druck von 2 Atmospharen 
nur noch 9,0mg%. Die letztgenannte Kochart kommt im Privat. 
haushalt nur ausnahmsweise in Betracht, z. B. bei Verwendung des 
*apintopfes; haufiger ist dies jedoch in verschiedenen Betrieben der 
Fall, wo Speisen in hermetisch verschlossenen GefaBen unter Druck 
hergestellt werden. Auch in der Literatur kann man iiber den Vitamin (- 
Verlust wahrend des Kochens mehrere Angaben finden. Sie sind nicht 
nur untereinander verschieden, sondern auch widersprechend. So wird 
z. B. in der oben zitierten Arbeit von Gould und Mitarbeitern angefiihrt 
daB das meiste Vitamin C wahrend der ersten 5 Kochminuten in Verlust 
geht, wahrend die Verluste beim weiteren Kochen gering sind. Anderer 
seits gibt Ahmad an, daB das Kraut nach langerer Kochzeit nach 
stehende Vitamin C-Mengen enthalten hat: 


Nach 10 Minuten Kochen.......6<.iseccss 40,5 mg°, 
17 - Sin Maras eed eens atures SOF . x 
30 - CT a ere eer ae 
60 ; sa eres er iw bib eswomten’s 40 
120 is so) hee cba wees ae 


Scheunert und Reschke fiihren Daten fiir im str6menden Dampf 
zubereitetes Kraut an. Das Dampfen des Krautes — nicht Kochen 
vernichtet in viel geringerem Mae das Vitamin C. Diese Autoren 
haben das Vitamin C in biologischen und chemischen Parallelunter- 
suchungen bestimmt. Bei den chemischen Untersuchungen haben. si: 
im Rohkraut 30-60 mg®,, gefunden: bei den biologischen betrug der 
errechnete Gehalt 35 mg°,. Die gleichen Kohlkopfexemplare enthielten 
nach dem Dampfen noch 20 —25 mg% Vitamin C, also erheblich meh: 
Vitamin, als nach dem Kochen verbleiben wiirde. Wahrend bei den 
Versuchen von Ahmad das Kraut auch nach einstiindigem Kochen 
noch immer geniigend Vitamin C enthielt, war dieses nach zweistiindigem 
Kochen praktisch ganzlich verschwunden. Um méglichst viel Vitamin ‘ 
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zu erhalten, darf man das Kraut nur so lange kochen, als es unbedingt 
erforderlich ist. Langes Aufbewahren des gekochten Krautes im 
Warmen, wie dies haufig in Massenspeisungsinstitutionen (Kranken- 
hausern, Internaten usw.) der Fall ist, vermag das Vitamin C, das 
gewohnlich in der Kost der erwahnten Institutionen eine wichtige 
tolle spielt, da diese Vitamin C meist nicht in ausreichender Menge 
enthalt, vollkommen zu vernichten. 


Zusammenfassung. 


Es wird iiber die Ergebnisse der Vitamin C-Bestimmung im Weif- 
und Rotkraut zu verschiedenen Jahreszeiten berichtet. Der Vitamin 
C-Gehalt des WeiBkrautes schwankt, abgesehen von einigen extremen 
Werten, zwischen 20—50mg°®,. Die héchsten Werte finden sich in 
ganz jungen Blattern vor Beginn der Kopfbildung. Beim Lagern ver- 
ringert sich der Vitamin C-Gehalt, jedoch in erheblich geringerem 
MaBe, als sonst gew6hnlich beziiglich des Lagerns von Gemiise angefiihrt 
wird. Das Vitamin C ist im WeiBkraut unterschiedlich verteilt. Am 
wenigsten findet sich in den Blattern, schon mehr in den Blattrippen 
und am meisten im Strunk, wo es den Gehalt der Blatter um mehr als 
100%, iibertrifft. 

Das Rotkraut enthalt erheblich mehr Vitamin C als das WeiBkraut 
(67-—-94,1 mg®%) und auBerdem bestehen bei ihm keine so groBen 
Unterschiede zwischen den Blattern und dem Strunk wie beim Weib- 
kraut. 

Das Vitamin C des WeiBkrautes ist ziemlich stabil. Nach 1 Stunde 
Kochen waren immer noch 50°) der urspriinglichen Menge vorhanden 
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Uber die physiologischen Wirkungen 
der Komponenten des Aneurins und die Aneurin- 
svnthese aus denselben im Tierkérper. 
Von 
Shiro Morii. 
(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschure: 
(Eingegangen am 26. Juni 1941.) 


Mit 17 Abbildungen im Text. 


Parallel zu den chemischen Untersuchungen am Vitamin B, wurde 
von verschiedenen Seiten biologische Studien ausgefiihrt, um de 


Vorgang seiner physiologischen Wirkung naher zu erklaren; vor allem 
sind hier die Arbeiten von R. A. Peters und seiner Schule (Universitat 
Oxford) zu nennen, auch eine Untersuchung von Shindo aus dem hiesigen 
Laboratorium liegt iiber das gleiche Thema vor. Nach diesen Forschern 
spielt Aneurin eine groBe Rolle beim intermediaren Energieumsatz 
besonders bei Verbrennung der Kohlenhydrate, die bei Aneurinmange! 
nicht glatt vor sich geht, sondern wobei dann intermediar giftige Sub 
stanzen auftreten, die im Organismus ein bestimmtes Krankheitsbild 
erzeugen. Vitamin B,, verbunden mit 2 Mol. Phosphorsiure, spielt als 
Co-Carboxylase eine groBe Rolle bei der Decarboxylierung der Brenz 
traubenséure. Mangel an Aneurin fiihrt zur Anhaufung von Brenz 
traubensiure und anderen Ketonkérpern, die fiir die Entstehung von 
Beriberi von Bedeutung sind. Shindo wies im Blute von Beriberi 
kranken eine Vermehrung von Brenztraubensaure und Acetaldeh vi 
nach und isolierte diese Substanzen als 2, 4-Dinitrophenylhydrazon 
‘Ob die Beriberi-Symptome durch die obenerwahnte biochemiscli 
Theorie véllig erklirt werden kénnen oder nicht, ist schwer zu ent 
scheiden. Andererseits soll Aneurin pharmakologische Wirkung bi 
sitzen und nach franzésischen Forschern die Sensibilitat der Nerve: 
gegen Acetvlcholin erhéhen, was auch von Abderhalden bestatigt wurd 
R. Kuhn stellte Acetylaneurin her, dessen pharmakologische Priifung 
ergab, da} es als Reizvermittler der Nerven wichtig sei. Dies stimmt 
auch mit unseren Vorstellungen, dab Vitamin B,; pharmakologisc! 
insbesondere fiir nervése Reizleitung von groBer Bedeutung sei, iiberein 
wir haben versucht, dies experimentell nachzuweisen. 

Frither hat Jmai den EinfluB von Brenztraubensdure, Acetaldehy: 
u.a, auf den Verlauf der avitaminotischen Symptome studiert un 
gefunden, daB alle diese Substanzen keine Wirkung auf die Krankheits 
bilder zeigen. Daher scheint die Vermehrung der Brenztraubensaéur: 
kaum wichtig fiir das Auftreten der Beriberisymptome zu sein. 
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Makino (1) miBt dem Pyruvyl-aneurin eine gréBere Bedeutung als 
dem Acetylaneurin zu, da ein notwendiges Merkma! aller bei der Nerven- 
reizvermittlung eine Rolle spielenden Substanzen das rasche Abklingen 
ihrer Wirkung ist. Das Pyruvyl-aneurin scheint dieser Bedingung zu 
entsprechen. Bei Auswertung des synthetisch gewonnenen Vitamins B, 
haben wir gefunden, da} Thiazolalkohol fiir sich allein eine antineuirtische 
Wirkung zeigt, wenn auch sehr schwach. Man kénnte also Vitamin B, 
als ein in seiner Wirksamkeit verstarktes Thiazol ansehen. 

Wenn eine physiologisch sehr wirksame Substanz vorliegt, dann 
kann man erwarten, daf} in ihrem Molekiil ein Wirkungszentrum und 
diesem angehérende Hilfsgruppen vorliegen. Es fragt sich, was man 
nun als Wirkungszentrum zu betrachten hat: Thiazol oder Pyrimidin ? 

DaB Thiazolalkohol fiir sich allein, wie oben erwihnt, eine anti- 
neuritische Wirkung besitzt, scheint die wichtige Stellung dieses Alkohols 
im Vitamin B,-Molekiil zu zeigen. Der Pyrimidinkern geniigt dazu 
nicht und wirkt nur als Aktivator des Thiazolalkohols. 

In dieser Mitteilung werde ich auch berichten iiber den Versuch, 
das svnthetische Vermégen des Tierk6érpers fiir Aneurin aus Pyrimidin- 
und Thiazolderivaten festzustellen (5). Ich priifte auch noch die anti- 
neuritische Wirkung der Pyridiumverbindung, da der Pvyridinkern in 
den chemischen Eigenschaften dem Thiazolkern sehr ahnilich ist. Ich 
gebrauchte zu diesem Versuche N-(2’-Methvl-6’-amino-5’-methyl-pyri- 
midyl-)-8-carbamidpyridiumbromid-hydrobromid und die Adermin- 
pyrimidinverbindung (1). 

Diese Substanzen bilden durch Oxydation mit Ferricyanid und 
KOH blau fluoreszierende Farbstoffe (Pyrichrombildung). 

Neuerdings hat Abderhalden (4) ver6ffentlicht, dal der Pyrimidin- 
kérper [2-Methvl-6-amino-5-brom- (od. -oxy-)methylpyrimidin] Krampte 
bei mit Grunddiat gefiitterten Ratten erzeugen kann. Da Grunddiit 
allein eine Ursache der Krampfbereitschaft fiir Pyrimidinkérper bietet, 
so kann man sich vorstellen, da®B sich im Kérper ein Faktor befindet, 
der als Krampfschutzstoff gegen Pyrimidinkérper desensibilisierend 
wirkt. Die Natur dieses Faktors ist noch unbekannt. In dieser Mit- 
teilung priifte ich die krampferzeugende Wirkung verschiedener Pyri- 


midinverbindungen an Ratten und Mausen, wobei sich folgendes ergab: 


1. 2-Methyl-6-amino-5-oxy-(od, -brom-, -chlor-)methyl-pyrimidin 
(stark wirksam). 

2. 2-Methyl-6-amino-5-aminomethyl-pyrimidin (wirkungslos). 

$-Athyl-2-amino-pyrimidin (wirkungslos 

4. 4-Athyl-6-amino-pyrimidin (wirkungslos). 

5. Uracil (wirkungslcs). 

6. Thymin (wirkungslos). 

7. Adenylsiure (wirkungslos 
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Experimenteller Teil. 


Die Wirksamkeitspriifung der verschiedenen Verbindungen wurd 
im Taubengewichtstest nach Kimura (2)-Imaz (3) durchgefiihrt. Diese 
Methode beruht auf der Erscheinung, dai ausgewachsene Tauben von 
300330 ¢ bei Vitamin B,-freier Kost etwa nach 3 Wochen 23°, an 
Korpergewicht verlieren, auf Vitamin B,-Mangel beruhende Erschei. 
nungen zeigen und da diese Gewichtsabnahme nur durch Zufuhr von 
Vitamin B, behoben werden kann, und zwar so, dab steigende Dosen 
von Aneurin auch steigende Wirkungen (die Gewichtskurve §steigt 
parallel mit der Menge des verabreichten Aneurins) hervorrufen. 

Antangs wurden die Versuchstiere bis zur Gewichtskonstanz etwa 
3 Wochen lang mit einer aus 3 Teilen Bohnen und 7 Teilen unpoliertem 
Reis bestehenden Diat gefiittert und dann auf die folgende Grundkost 


gesetzt: 
Pubisetiirike, Meret... csc ee ci eee sees tek 71,0 Teile 
IINIIG, | MEINE oss oot nar elniers eave wok: donederarac’ 15,0 
Salzgemisch (nach Mc Collum) .............. 40, 
RIN reticent ay hac o's iiloceun ase oa A. <x 
SRR onic s Sreere nts ae ate dt en eds cick eet 2,0 
ING 5 55 raid ooelesb Sacre ale we cheebieietass Os, 


Wenn die Tiere etwa nach 3 Wochen ungefahr 23 °, an Korpergewicht 
verloren hatten, dann wurden verschiedene Substanzen ausgewertet. 


Die zu priifenden Substanzen wurden in Wasser gelést und entweder 


mittels Sonde peroral gefiittert oder intramuskulaér gegeben. Nach 
Verabreichung der zu priifenden Substanzen wurde wahrend 7 Tagen 
tiglich das Kérpergewicht gemessen. Zur Auswertung von jedem 
Praparat verwendete ich drei Tiere, auf der Abszisse der Abbildung 
wurden die Versuchstage und auf der Ordinate die Kérpergewichtswerte 
eingezeichnet. Der Flachenraum A zwischen der Kérpergewichtskurve 
und der Abszisse ergibt sich naherungsweise durch die Formel 

Ba (rs 1 Ge (4 = .G nh. 
Durch Vergleich dieser Flache A. mit den an kristallinischem Aneurin 
festgestellten Standardwerten (2) wurde die Wirksamkeit der zu priifen- 
den Substanzen abgeschatzt. Der naherungsweise Flachenraum des 
siebenten Tages ergibt sich durch die Formel 

Ag = Ge 4+G¢4+G, +O 10, + G,, 

worin G, den Kérpergewichtsunterschied zwischen dem ersten 'Tag und 
dem zweiten, Gs den Unterschied zwischen dem dritten Tag und dem 
vierten bedeutet usw. (Tabelle Ia und Abb. 1a). 
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1. Kontrollversuche. An den unbehandelten avitaminotischen 
Tauben wurden der Verlauf der Korpergewichtswerte unterhalb von 
77% des Anfangswertes und die Krankheitssymptome beobachtet. 
Appetit vermindert, schlechter Stuhl, von der zweiten oder dritten 
Woche an treten Gleichgewichts- 
stérungen, Hypisthesie oder y 
Krampfe auf. Das Kérpergewicht 
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hat am siebenten Tage auf 68°, der 
\nfangswerte abgenommen (Tabelle [b. 
\bb. Lb und Tabelle Ie). 


2. 5 mg Thiazolalkohol (4-Methyl- 
5-oxyath vit hiazol-hydrochlorid ) 


HC].N—C—CH, 


HC C—CH,—CH,OH 


Ss 
in 8com Wasser gelést, peroral (mittels 
einer kleinen Gummisonde in den Magen 
eingefiihrt) gegeben. 

Der Thiazolkérper wurde nach der 
Methode von Buchmann synthetisiert. 
Vom fiinften Versuchstage nach der Ver- 
abreichung an vermehrter Appetit, besse- 
rer Stuhl, aber Allgemeinbefinden nicht 

















220 


7Jage 
Abb. 2, 


besonders gut. Gleichgewichtsst6rungen 
und Krampfe nicht vorhanden. Das 
Korpergewicht des siebenten Tages be- 
trug 71°, des Anfangsgewichts. Durch 
Vergleich des Flachenraumes JA (vel. 
S.356) mit den Standardwerten wurde 
die Wirksamkeit des Thiazolkérpers einer 
Menge von 0,015 mg Aneurin entspre- 
chend gefunden (Tabelle Ila, Abb. 2 und 
Tabelle ITb). 

Man kann also Aneurin nur durch 
vroBe Thiazolgaben kurzfristig ersetzen und 
das Auftreten von Krampfen verhindern. 
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360 S. Mori: 
Tabelle ILb. 
Versuchstage 
nach Verlust Kin- 
: z an Koérper- genomment Farbe des Allgemein- ' : i : 
aes gewicht um | Futtermenge Stuhles befinden Krimpte | Erbrech 
etwa 23°, ces 
Nr Anfangswertes 
I ) griin lebhaft ( — 
Z ) 
3 .) 
i 1 a) 
- 5 
) 10 99 ry 
7 15 gelb matt 
l a) griin lebhaft (= i. 
2 ) (—) 
Fs ) 
D 4 a) 
- , 
6 7 me a 
7 7 heligriin matt 
5 griin lebhaft (—) (—) 
2 5) 
5) 9) 
6 } a) 
5 7 ; 
6 Lo hellgriin 
7 10 
3. 5mg Thiazolalkohol intramuskular eingespritzt. Am _ fiinfter 


oder sechsten Tage wurden 


besser, aber das allgemeine 
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Appetit und Stuhlbeschaffenheit etwas 
Befinden ging damit nicht parallel. Am 
siebenten Tage betrug das Kérpergewicht 
70°, des Anfangswertes. A, entsprach 
einer Menge von 0,02 mg Aneurin, in 
tramuskulire Injektion scheint also etwas 
wirksamer als perorale Verabreichung 
(Tabelle IIIa, Abb. 3 und Tabelle IIIb) 


4. 40 mg Thiazolalkohol in Wasser 
gelést, auf 3ccm aufgefiillt, peroral ge 
geben. Wie ersichtlich, waren bereits am 
zweiten oder dritten Tage nach der Ve1 
abfolgung Appetit und Stuhlbeschaffen 
heit besser. Keine Gleichgewichtsstérun 
gen oder Krampfe. Am siebenten Tag: 
Korpergewicht 74°, des Anfangswertes 
4, =0,0275 mg Aneurin (Tabelle 1Va 
Abb. 4 und Tabelle IVb). 
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362 S. Morii: I 
Tabelle IIIb. 
Has 
Versuchstage Wen 
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Man kann aus den Experimenten 2, 3 und 4 entnehmen, da auch 
ileinige Zufuhr von Thiazolalkohol die Wirkung des Aneurins ersetzen 
kann, wenn auch nur bei Anwendung grober Mengen. 
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5. 5mg Thiazolalkohol peroral ge- 9 
veben und bald danach 7 mg 2-Methyl- 
6-amino - 5 -chlormethyl-pyrimidin-hydro- = 
‘hlorid 
N—-C—NH, - HC! 
CH,_C C—CH,—Cl 260 
N-—CH 
intramuskular eingespritzt. Bei Annahme 2# ———- 
einer 100°,igen Synthese wiirden aus ae 6 


‘bengenannten Substanzen 9,3 mg An- 

eurin entstehen. Am zweiten Tage ‘nach der Injektion wurde Appetit 

ind Stuhlbeschaffenheit etwas besser; das Tier zeigte lebhafte Be 

wegungen, aber vom fiinften oder sechsten Tage an begann das all 
gemeine Befinden sich wie derfzu ver 
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Abb. 5. Abb. 6 


benten Tage betrug das Kérpergewicht 73°, des Anfangswertes. 
\, = 0,0325 mg Aneurin. (Synthesevermégen — 0,34°,) (Tabelle Va, 


Abb. 5 und Tabelle Vb). 


6. 5 mg Thiazolalkohol in den linken und 7 mg 2-Methyl-6-amino- 
)-chlormethyl-pyrimidin-hydrochlorid in den rechten Brustmuskel ein 
gespritzt. Diese Menge entsprach bei Annahme einer 100 ©, igen Synthese 
93mg Vitamin B,-Hydrochlorid. Am zweiten oder dritten Tage nach 
der Injektion wurden Appetit und Stuhlbeschaffenheit etwas besser, 
die Tiere bewegtén sich lebhaft, aber vom fiinften oder sechsten Tage 
in begannen Gleichgewichtsst6rungen und Krimpfe. Am siebenten Tage 
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Tabelle Vb. 





Versuchstage 


nach Verlust Ein- 
raube a8, Korper. genommene | Fyphe des | Allgemeln-  Krimpfe Exbrechen 
etwa 23°, des 
Nr. Anfangswertes g 
l 3 grin matt i) (+) 
2 10 2 etwas FA (—-) 
lebhafter 
ne 3 15 hellg. tin ia oA a 
is | 10 hellgelb ‘ 
i) LO grin + 
6 10 as matt 
7 15 hellgriin lebhaft 
] 10 grin etwas (—) (—) 
lebhaft 
2? 15 ie lebhaft 
3 10 hellgriin 
4 | 10 gelb 
5 LO hellgriin on 
6 15 a matt 
7 10 grin ss s oP 
1 15 griinlich-gelb etwas (—) (—) 
lebhaft 
2 LO weiblich-gelb lebhaft 
15 3 20 
| 15 = 
5 10 hellgriin 
6 10 os 
7 a) grin 3 ne o 





betrug das Kérpergewicht 74°, des Anfangswertes. A, — 0,03 mg 
Aneurin. (Synthesevermégen — 0,32°,.) Es existierte kein Unter- 
schied zwischen intramuskulirer Injektion und peroraler Zufuhr. 


Tabelle Vla, Abb. 6 und Tabelle VIb.) 


7. 5mg Thiazolalkohol peroral gegeben und sofort danach 6 mg 
2-Meth yl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid 
N=C—NH, -HBr 


CH,—C C—CH,—Br 


intramuskular eingespritzt. Bei Annahme einer 100°, igen Synthese 
wiirden 7,1 mg Vitamin B,-Hydrochlorid gewonnen werden. Vom 
zweiten bis dritten oder vierten Tage Appetit und auch Stuhlbeschaffen- 
heit besser. Keine Gangbeschwerden, Koordinationsst6rungen oder 
Krampfe. Am siebenten Tage betrug das Kérpergewicht 74°, des 
Anfangswertes. A, entsprach einer Menge von 0,035 mg Aneurin. 
(Synthesevermégen = 0,5°,.) (Tabelle Vila, Abb. 7 und Tabelle VITb.) 
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Tabelle VIb. 





Versuchstage 


nach Verlust Ein- 
Raabe | AN ADEE, | sepommmne, Farha dee Algerie | Krmpte | sbrel 
etwa 253°, des 
Nr. Anfangswertes g 
1 10 griin lebhaft (—) (- 
2 8) “ matt 
3 15 oe 
. { 15 + re 
16 9) 0 matt; 
schwankt 
6 0) = - 
7 8) hellgriin a 
1 0) grin matt (—) ( 
2 10 hellgriin lebhaft EF 
3 LO ie a 
= 4 5 gelblich-weiB oe ‘i Be 
17 i . Re 
5 10 hellgriin ‘ 9 - 
6 20 gelblich-weiB - re - 
7 10 griin matt; ne 7 
schwankt 
] 10 griin lebhaft f-—:9 ( 
2 10 hellgriin P 
3 5 a Pe 
{ L5 és matt: 
18 schwankt 
5 20 grin * Cro 
6 4 a * 
7 D ( 





8. 5 mg Thiazolalkohol in den rechten und 6 mg 2-Methyl-6-amino 
5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid in den linken Brustmuskel eit 


gespritzt. Bei Annahme einer 100°,igen Synthese wiirden 7,1 mz 


Vitamin B,-Hydrochlorid entstehen 























- Vom dritten Tage an wurde: 
F Appetit und Stuhl besser, das Tie! 
260 280 
aT Wr 24 
240 260 
220 7Tage 240 7 Tage 
Abb. 7. Abb. 8. 


war munter; Gang- und Gleichgewichtsstérungen, Krampfe nicht vor 
handen. Am siebenten Tage betrug das Kérpergewicht 75°, «i 
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Tabelle VILb. 





Versuchstage 


nach Verlust Kin- 
Taube pot sreyaa imme Stubs 4 oe Krimpfe Erbrech: 
etwa 23°, des 

Nr Anfangswertes g 
| 10 griin matt (—) (—) 
2 15 leicht griin st a = 
3 30 gelblich-weiB etwas a = 

19 lebhafter 

‘ 4 20 hellgriin or Pe 
5 15 fe Ge Ae a 
6 15 a matt ne (+-) 
7 10 griin = a [=] 
1 15 gelblich-griin lebhaft (—) (+) 
2 10 gelb Re . (—) 
3 20 hellgriin 

20 } 25 gelblich-weiB 
5 10 hellgriin 
6 20 i ( ) 
" 15 gelblich-weiB 
l 10 hellgran etwas matt (—) {—) 
2 15 a vs 
3 15 gelblich-weiB 

21 + 15 
5 L5 - aS 
6 o gelb lebhaft 
7 L5 





Anfangswertes. A, entsprach einer Menge von 0,035 mg Vitamin 
B,-Hydrochlorid. Ein Unterschied zwischen intramuskularer Injektion 
und peroraler Zufuhr wurde nicht bemerkt. (Synthesevermégen = 0.5 ° 
(Tabelle VIITa, Abb. 8 und Tabelle VIITb.) 


9. 5mg Thiazolalkohol peroral gegeben, sofort danach 7 my 
2-Methyl-6-amino-5-oxymethyl-pyrimidin 


N—C—NH, 


CH,—C C—CH,OH 

| 

N—CH 
intramuskular eingespritzt. Bei Annahme 100° iger Synthese sind 
9,3 mg Vitamin B,-Hydrochlorid zu erwarten. Vom zweiten ode! 
dritten Tage an Appetit besser, die Tiere zeigten ganz normales Ver. 
halten. Vom fiinften oder sechsten Tage an nahm der Appetit wiece! 
ab. Der Stuhl wurde griin; Bewegungen triage, aber keine Krampf 
oder Gleichgewichtsstérungen. K6érpergewicht am siebenten Tage 7] 
des Anfangswertes. A, entsprach einer Menge von 0,01 mg Aneurin 
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Tabelle VIIIb. 





Versuchstage 


nach Verlust Ein- 
‘ _ an KO6rper- genommernt Farbe des Allgemeia- ‘ ' 
Faube  gewicht um Futtermenge Stuhles befinden Krampf Erbrechen 
etwa 23% des 
Nr. Anfangswertes g 
| 10 griin lebhaft (—) (+) 
2 3 or ( ) 
3 10 hellgriin 
22 4 10 
5 10 
6 7 
7 15 ; (++) 
1 15 griin lebhaft (—) (—) 
2 5 <a 
3 15 hellgriin 
23 4 10 
dD 10 
6 7 = 
7 0 griin. re 
1 5 griin lebhaft (—) (+) 
2 10 3 
3 15 = 
24 4 7 gelblich-weiB 
5 10 
6 15 
7 10 





hydrochlorid. (Synthesevermégen = 0,1°,.) (Tabelle [Xa, Abb. 9 und 


Tabelle IX b.) 


10. 5mg Thiazolalkohol in den linken Brustmuskel und 7 mg 
2-Methyl-6-amino-5-oxymethyl-pyrimidin in den rechten Muskel ein- 
gespritzt. Bei Annahme einer vollstindigen Synthese wiirden 9.3 mg 

Vitamin B,-hydrochlorid entstehen. 





500 





g Vom zweiten Tage an Appetit und 
Stuhlbeschaffenheit — besser. Dic 
280 500 
| 
260 al Note 







*. | Durchschnitt 
\ od. 


240 260 Wr 30 





7 Tage ied 7 Tage 




















200 


Abb. 9. Abb. 10, 
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Tabelle IX b. 





Versuchstage 


nach Verlust Ein- 
Taube | 49,Korper, genommene | Farts des Allgemeln- | Krkmpfe_ Hrbreches 
etwa 23°, des 

Nr. Anfangswertes g 
l 10 griin matt (—) (—) 
2 10 gelblich-weiB etwas re 

lebhafter 

ys 3 15 ae 
4 15 ae ve 
3) 3 as matt 
6 10 hellgriin os 
7 0 gelblich-weiB ee. 
] 3 grin matt (—) (—) 
2 LO ” es 
3 20 gelblich-weiB etwas a 

o¢ lebhafter 

ng 4 15 gelblich-griin lebhaft a (+) 
5 10 griin re (—) 
6 10 se matt ve 
7 5 “a matt; a (+-) 

schwankt 

l 5 griin lebhaft {—-) (—) 
2 15 i ‘i oe og 
3 10 gelblich-weiB = = (+) 

27 | 10 - si * ae 
5 30 ‘a an a ( ) 
6 10 griin ye (+) 
‘ 20) 9 99 99 ( 





Taube war vollkommen erholt, aber bereits vom dritten Tage an wurde 
wieder das allgemeine Befinden schlecht. Nr. 30 zeigte am dritten Tage 
Krampfe. Kérpergewicht am siebenten Tage 74%, der Anfangswerte. 
A, entsprach 0.0275 mg Aneurin. (Synthesevermégen 0.29%.) 


(Tabelle Xa, Abb. 10 und Tabelle Xb.) 


Tabelle Xb. 





Versuchstage 


nach Verlust Kin 
Taube an Korper- senomimMene Farbe des Allgemein- Krimpfe Erbrechen 
‘ gewicht ums Futtermenge Stuhles befinden I ei 
etwa 23% des 
Nr Anfangswertes y 
I 3 grun matt {.) eo 
2 10 ye etwas 
lebhafter 
3 ) 3 
Q 
} 10 
is) Dd 
( 5 
7 () 
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Tabelle Xb (Fortsetzung). 





Versuchstage 


nach Verlust Ein- F 
Taube | am Korver. | genommene Farts ANgingen” | -Krkmpfe | Rrbrechen 
etwa 23°, des 
Nr. Anfangswertes g 
I 10 griin lebhaft (—) {—) 
2 10 on matt er me 
} 5 hellgriin ne ee (+) 
29 } 5 c=) 
i) 5 
6 a) 
7 5 ee a 
I 10 griin lebhaft (—) (—) 
2 12 oe ne re 
3 3 matt (+) 
30 ! 3 ve - “I on 
) » PT) Ty ry ” 
b LO 99 39 ory 99 
7 Ld es lebhaft - at 





11. 5mg Thiazolalkohol peroral gegeben und dann sofort 5 mg 
3-Carbamino-N-{(2- methyl -6-amino - pyrimidyl - (5) )- methyl |-pyridium- 
bromid-hydrobromid in den Brustmuskel eingespritzt. 


N=C—NH- HBr Br CH 


CONH, 


CH 
N=C—NH,-HBr 
| N CH 
<— CH,—C C—CH, Br ‘ 
| ee HC CH 
N—CH ZA 
: C 
| 
CON H, 


Vom zweiten Tage an wurden Appetit und Stuhlbeschaffenheit aut 
kurze Zeit besser, aber vom vierten oder fiinften Tage an wieder schlecht 
Kérpergewicht am siebenten Tage 74°, des Anfangswertes. AQ, ent 
sprach 0,027 mg Aneurin. (Synthesevermégen = 0,66°,.) (Tabelle XTa. 
Abb. 11 und Tabelle XIb.) 

12. 5me¢ Thiazolalkohol in den rechten Brustmuskel, dann 5 mg 
3-Carbamino-N-{(2-methyl -6-amino- pyrimidyl -(5) )-methyl|-pyridium 
bromid-hydrobromid in den linken Brustmuskel eingespritzt. Bei 
Annahme einer 100°,igen Synthese sind 4,1 mg Aneurin zu erwarten. 
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Tabelle XIb. 





Versuchstage 


nach Verlust Ein- Q : 
Taube || a8, Korver” | genommene | Farr” == Aifinien” —-Krdmpfe | Rrbrechen 
etwa 23°, des 
Nr. Anfangswertes g 
1 10 griin lebhaft (—) (—) 
2 15 hellgriin a Fe 
3 15 s os ss 
31 } L5 =e etwas matter 
5 15 as $5 99 
6 15 griin ae 99 ‘i 
7 15 Ee es io mr 
1 15 gelblich-griin etwas (—) (—) 
le bhaft 
2 10 griin ae ‘7 i 
39 3 15 99 o 5 ‘ 
os | 25 hellgriin pa ‘5 
5 15 griin etwas matter a * 
6 15 ‘a ne “ a 
7 15 = o 
1 15 griin lebhaft (—) (—) 
2 20 hellgriin Pa o ”» 
3 20 ne 99 a ie 
! 0 grin matt; - 
33 schwankt 
5 5 ss es ws 
6 LO ne etwas 99 
lebhafter 
7 10 = os 





Am dritten oder vierten Tage Appetit etwas besser, aber Stuhlbeschaffen 


heit und Allgemeinbefinden unverandert. Am siebenten Tage Korper- 


gewicht 71% des Anfangswertes. A, entsprach 0,025 mg Aneu 
rin. (Synthesevermégen = 0,6°.)  (Tabelle XIIa, Abb. 12) und 
Tabelle XIIb.) 
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240 Tage -_ 220 Tage 


Abb. 11. Abb, 12. 
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Versuchstage 


nach Verlust Ein- 
rahe | sewieht'em | naan 
etwa 23% des 

Nr. Anfangswertes e 
I 5 

2 10 

3 15 

34 { 10 
dD 15 

b 13 

‘ 7 

| 10 

2 (0) 

3 5 

sD 4 l ) 
5 ) 

6 3 

7 ) 

l 15 

2 10 

Z 7 

36 15 
5 10 

6 10 

7 10 





Farbe des 
Stuhles 


grun 


grup 


griin 
hellgriin 


oe Iblich-weiB 


Allgemein- 
befinden 


lebhaft 


lebhaft 
matt 


etwas 
lebhafter 


lebhaft 


Krimpfe Erbreche 


13. 1,5 mg 3,4-Dioxymethyl-5-oxy-6-methyl-N-|(2-methyl-6-amino- 


pyrimidyl- (5) )-methyl]|-pyridiumbromid-hydrobromid peroral gegeben. 


N=C—NH,: HB Br 
CH,-—-C C CH, N 
N—CH HC 


Vom fiinften oder sechsten Tage an nahm der Appetit ab. 


C 


C 


CH,OH 


wegungen trige und matt, aber keine Krampfe. 


siebenten Tage 7] °, 


0 


von 0,01 mg Aneurinhydrochlorid. 


Tabelle XIITb.) 


des Anfangswertes. 


(Tabelle 


A 


OH 


CH,OH 


Be- 


Koérpergewicht am 
4, entsprach einer Menge 


XIIla, Abb. 18 


und 
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Versuchstage 
}nach Verlust Ein- 
faube || 22 KOorper-  genommene 
gewicht um Futtermenge 
etwa 23% des 
Nr. Anfangswertes g 
1 5 
2 8 
3 7 
60 4 8 
5 7 
6 6 
' a) 
1 5 
4 5 
3 7 
61 4 8 
5 5 
6 3 
7 3 
] 10 
2 8 
3 10 
62 4 5 
5 LO 
6 7 
7 5 





14. 2 mg 


gegeben. 


N=C—N H, -HBr Br 


CH,—C ¢ 
| || | 
N—CH HC 


CH, N 

















Durchschnit 
240 . > Nr 60 
20 7 Tage 
Abb. 13. 


Biochemische Zeitschrift Band 308. 


Farbe des 


Stuhles befinden 


grin matt 
i lebhaft 
” matt 
%? 

griin lebhaft 
99 matt 

griin lebhaft 
va matt 


” 


CH, 
h 
“C—O Ac. 


C—CH, 0 Ac. 


Allgemein- 


Krampfe Erbrechen 

(—) (+) 

$s (—) 

’ 99 
Ve) aad 

% (+) 

’ (—~) 
| Soe al 


3, 4-Diacetoxymethyl-5-acetoxy-6-methyl-N-{(2-methyl- 
§-amino-pyrimidy] (5) )-methyl|-pyridiumbromid-hydrobromid 


peroral 





‘¢ 300 
C ral 
CH, 0 Ac. 


260 









Durchschnitt 








220 


7 Tage 
Abb. 14. 
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Tabelle XIVb. 





Versuchstage 


nach Verlust Kin- 
Taube | SB, KGEPer, | genommene — Faphe de Allgemelt~ — Krkmpte_ Bxbreh 
etwa 23% des 
Nr. Anfangswertes g 
l 7 grin matt ({—) (—) 
2 10 weiBlich-griin 
3 5 fc A! 
63 | t Be 
5 5 a schwankt 
6 3 
7 0 . 
1 7 griin lebhaft (—) (—) 
2 10 griinlich-weibB - es 
3 30 a i = = 
64 4 20 rae es a 
5 20 ” 
b 10 9 
7 7 ‘ 
1 5 griin matt (—) (—) 
2 10 griinlich- etwas ms 
weib lebhafter 
65 5 10 ‘i matt ‘i 
4 5 es 
5 5 
6 2 
7 0 . P 





Vom zweiten oder dritten Tage an wurden Appetit und Stull 
beschaffenheit besser, die Bewegungen lebhaft, aber vom vierten Tag 
an nahm der Appetit wieder ab. Die Bewegungen wurden trage und matt 
aber keine Krimpfe. K6orpergewicht am siebenten Tage 66°, des 
Anfangswertes. A, entsprach einer Menge von etwa 0,007 mg Aneurin 


hvdrochlorid. (Tabelle XIVa, Abb. 14 und Tabelle XIVb.) 


15. 5mg Acetpropylalkohol und 3 mg_ 2-Methyl-6-amino-5-thio 
formamido-methyl-pyrimidin peroral gegeben. 


N=C—NH, 


cH,—¢ (cH, -NH-CC” + CH,CO-CH,—-CH,—CH,OH 
N—CH , 
N=C—NH, x 
ue CH,—C C_CH, N—C—CH, 
x—OH HC C—CH,—CH,OH 


\ 8 
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380 S. Moru: 
Tabelle XVb. 
Versuchstage | 
nach Verlust Ein- 
re , | an Kérper- genommene Farbe des Allgemein- rns ; iit : 
Taube gewicht um  Futtermenge Stuhles hetinden Kriimpfe Erbrechen ( 
etwa 23°, des 2 
Nr. Anfangswertes g 
\ 
1 2 griin lebhaft (—) (—) 
2 5 hellgriin “s e 43 
3 7 pat ‘ i 99 
34 4 20 ee ‘ 9 99 
5 20 gelb = - - 
6 5 = : P ~ 
i 15 hellgriin ss er ‘ 
| 3 griin lebhaft (—) (+) 
2 10 hellgriin a i eh 
3 20 és ‘e =) 
38 . 4 15 = _ “ 99 
5 5 griin _ sg ‘ 
6 10 = me : > 
7 10 hellgriin ea os Hy 
Tabelle XVIb. 
Versuchstage | 
nach Verlust Kin- | é 
an Kérper- genommene Farbe des Allgemein- ee a )- 
wae gewicht um = Futtermenge Stuhles befinden Erimple | Brbrechen 
etwa 23 % des na 
Nr. Anfangswertes g may 
1 3 griin lebhaft (—) (+) 
2 5 “ 99 99 (—) 
3 7 a is 7 ‘ 
40 4 7 gelblich-weiB ne a m 
5 7 ” ” ” . 
6 15 = 9 ” , 
7 16 ss ¥ 9 ” 
1 5 griin lebhaft (—) (—) = 
2 ? ies si * > ge 
. iA . * - # 
3 15 hellgriin ¥ 9 » ein 
41 4 15 gelb as ms “ T 
5 3 a ee ag i (ti 
6 10 od ‘ 9 ’ 
7 10 a a 99 99 
1 5 griin lebhaft (—) (+) Gr 
2 D re a ¥ 99 : 
3 10 hellgriin = a . 6 \ 
42 4 ‘ . ’ ” os ste 
D 5 - 9s 99 > 
. \ 
6 d ¥ i 9 (—) - 
7 15 a if ; (+) hol 
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Bei Annahme einer 100% igen Synthese sind 5,5 mg Vitamin B,- 
Hydrochlorid zu erwarten. Vom zweiten oder dritten Tage an wurden 
Appetit und Stuhlbeschaffenheit besser. Bewegungen lebhaft, keine 
Gleichgewichtsstérungen oder Krampfe. Kérpergewicht am siebenten 
Tage 72°, des Anfangswertes. A, betrug 0,03 mg Aneurin. (Synthese- 
vermégen = 054°.) (Tabelle XVa, Abb. 15 und Tabelle XVb.) 





a | 


| 
Nr $7) 


ee dee 
| i | H i j 

! 

| 





280 280 
g 






Lurchschnitt 


























260 \ T 260 
Durchschnitt 
Nr 38 
240 t + + } 7 240 
i" 2A 
” 7 Tage . 7Tage 
Abb. 15. Abb. 16. 


16. 4,7 mg Methionol peroral gegeben und dann 5 mg 2-Methyl- 
§-amino-5-aminomethyl-pyrimidin-hydrochlorid eingespritzt. Bei An- 
nahme einer 100°,igen Synthese sind 7,6 mg Vitamin B,-hydrochlorid 
zu erwarten, 

N=C—NH, HCl 
CH;—S pe amhe. ~C8, 08 CH,—C C—CH,NH,-HCI 
N—CH 


Vom zweiten Tage an Appetit und Stuhlbeschaffenheit besser, 
munter. Keine Gleichgewichtsstérungen oder Kraimpfe. K6érper- 
gewicht am siebenten Tage 74°, des Anfangswertes. \, entsprach 
einer Aneurinmenge von 0,032mg. (Synthesevermégen — 0.4°,.) 


(Tabelle XVLa, Abb. 16 und Tabelle XVIb.) 


17. Die avitaminotischen Tauben, die mit der obengenannten 
Grunddiat. gefiittert wurden, pflegten im allgemeinen innerhalb + bis 
6 Wochen unter Lahmung und Koordinationsstérung an Krampfen zu 
sterben. Den an Krampfen leidenden Tauben wurden Thiazolalkohol 
und die Pyrimidinkomponente des Aneurins gegeben und der Er- 
holungsverlauf beobachtet. 
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Taube Nr. 43. Anfangsgewicht 341 g. 


29. X. 39. (Mangeldiit wihrend 40 Tagen.) Kérpergewicht (K.-G.) 280 g, 


Zeit Temp Betund 
8.00 Uhr 36,0° Schwere Krampfe. 
10.00 ,, 36,2° Immer noch starke Krimpfe, zeitweise 


Opisthotonus. 


36mg Thiazolalkohol peroral gegeben. 
14.00 Uhr 36,0° Starke Krampfe, Opisthotonus. 
18.00. ,, 36,0° Starke Krampfe, Opisthotonus. 
22:00, 37,0° Die Taube saB ohne Krampfe ruhig am 
Boden. 


30. X. K.-G. 271g. 
12.00 Uhr 38,8° Die Taube saB ruhig am Boden. Gang 
unsicher, 
1. XI. K.-G. 268 g. 


12.00 Uhr 39,0° Keine Krampfe, Gang in Ordnung. 
2. XI. K.-G. 263 g. 

12.00 Uhr 38,5° Keine Krampfe. 
3. XI. K.-G. 253 g. 

12.00 Uhr 38,2° Keine Krampie. 

13.00, 38.0° Schwere Krampfe. 


Taube Nr. 44. Anfangsgewicht 317 g. 
3. XI. 39 (Mangeldiat waihrend 41 Tagen) K.-G, 247 g. 
Zeit Temp. Befund 
19.00 Uhr 37,1° Krampte. 


20.00 Uhr: 36mg Thiazol peroral gegeben. 


22.00 Uhr 37,6° Keine Krampfe. Die Taube saB ruhig am 
Boden, reagierte nicht auf Reize. 
24.00 ,, 36,9° Wieder starke Krampte. 


‘]. XIT. K.-G. 248 g. 


7.00 Uhr 37,0° Zeitweise Krimpfe. 
12:60 —;. 38, 1° Keine Kraimpfe. Reagiert nicht auf Reize. 
24.00 ,, 36,9° Krampfe. 
2. Xl]. K.-G. 238 2. 
8.00 Uhr 37,9° Zeitweise Krampfe. 
12:66 -... 39,0° Zeitweise Krampfe. 
24.00 ,, 36,2° Zeitweise Krampfe. 


Bei Nr. 43 erfolgte 12 Stunden nach peroraler Zufuhr von 36 mg 
Thiazolalkohol Nachlassen der Krampfe und die Taube erholte sich 
allmahlich. Am fiinften Tage traten die Krampfe wieder auf. Bei 
Nr. 44 sind 2 Stunden nach peroraler Verabreichung die Krampfe ver- 
schwunden, aber nach 4 Stunden wieder aufgetreten. Auch am zweiten 
und dritten Tage traten zeitweise Krampfe auf. 








26. 
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Taube Nr. 45. Anfangsgewicht 327 g. 


2. XII. 39 (Vitaminmangeldiat wahrend 37.Tagen) K.-G. 221 ¢. 


Zeit Temp Befund 
11.30 Uhr 34,4° Starke Krampfe. Opisthotonus. 
15.00 ,, 35,0° Starke Kraimpfe. 60mg = Thiazolalkohol 
peroral gegeben. 
L700° 5: 36,08 Keine Krampfe mehr. Die Taube saf 
ruhig am Boden. 
20.00 ,, 36,0° Schwache Krampfe. 
51.00... 35,8° Keine Krampfe. 
3. XII. K.-G. 210g. 
9.00 Uhr 37,0° Keine Krampfe. Die Taube saB am Boden. 
12.00 _,, 37,2° Keine Krampfe, Schwanken. 
4. XIT. K.-G. 208 g. 
12.00 Uhr 35,7° Keine Kraimpfe. Das Allgemeinbefinden 
der Taube schlecht. 
16.00 ,, 35,29 Kraimpfe wieder aufgetreten. 


2 Stunden nach peroraler Verabreichung von 60 mg Thiazolalkohol 
lieBen die Krampfe ziemlich nach. Nach 6 Stunden keine Krimpfe 
mehr. Am zweiten oder dritten Tage keine Krimpte, ziemlich erholt, 
aber vom vierten Tage an wieder Krampfe. 


Taube Nr. 46. Anfangsgewicht 333 g. 
23. XI. 39 (Vitaminmangeldiat wahrend 34 Tagen) K.-G. 253 g. 

Zeit remp. Befund 

15.30 Uhr 38,7° Starke Krampfe. 
17.50 Uhr: 0,5 cem 10°,ige Glucoselésung peroral. 

18.50 Uhr 38,7° Starke Krimpfe. 
Deshalb wurde die Taube 30 Minuten lang erwiirmt, jedoch 
ohne Erfolg. 


19.50 Uhr 38,99 Noch starke Krampfe. 
48 mg Thiazolalkohol peroral gegeben. 
20.50 Uhr 37,4° Starke Krampfe. 
ZL. 37,0° Starke Krampfe. 
22.50 .,. 36,3° Auf Reiz Krampfe wieder aufgetreten. 
23.50 .,. 37,8° Kraimpfe haben nachgelassen. Die Taube 


saB ruhig am Boden. 
24. XI. K.-G. 260 g. 


9.00 Uhr 38.0° Keine Kraimpfe, munter, aber Gang etwas 
unsicher. 
12.00: ,, 39,0° Taube saB ohne Krampfe ruhig am Boden. 
25. XI. K.-G. 263 g. 
12.00 Uhr 38,2° Taube fraB fast normal und zeigte wieder 


normales Verhalten. 
26. XI. K.-G. 250 g 
12.00 Uhr 39,2° Analoge Symptome wie am vorhergehenden 


S 


Tage. 
Zi: ml. K.-G. 258 g. 
12.00 Uhr 38,7° Wie oben. 
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28. XI. K.-G. 253 g. 


Zeit Temp. Befund 
11.30 Uhr 38,3° Krampfe begannen wieder aufzutreten, 
Opisthotonus. 
14.10 ,, 38,3° Krampfe begannen wieder aufzutreten, 
Opisthotonus. 
36mg Thiazolalkohol und 50mg 2-Methyl-6-amino-5-oxy 
methyl-pyrimidin peroral gegeben. Bei Annahme eine: 


100°,igen Synthese sind 67,4 mg Vitamin B,-Hydrochlorid zu 
erwarten. 


15.00 Uhr 36,5° Starke Krampfe. 
20.10 ,, 37,2° Noch zeitweise Krimpfe. 
22.10 ,, 36,8° Krampfpause verlangert. 
24.10 ,, 37,3° Krampfe lassen etwas nach. 
29. XI. K.-G. 245g. 
7.00 Uhr 37,3° Noch schwache Krimpfe. 
10.00 -,, 38,7° Taube saB aufgeplustert am Boden. 


48mg Thiazolalkohol und 100mg Diamin peroral gegeben 
Bei Annahme einer 100°,igen Synthese sind 89 mg Aneurin 
zu erwarten. 

13.00 Uhr 37,5° Starke Krampfe. 


30. XI. K.-G. 272g. 


6.00 Uhr 39,6° Krampfe nachgelassen. 
12.00 ,, 39,5° Taube saB ruhig am Boden. 
1, XII. K.-G. 268 g. 
12.00 Uhr 39,6° Krampfe verschwunden. Taube zeigte wie- 


der fast normales Verhalten. 


2. XII. K.-G. 256 g. 
12.00 Uhr 39,5° Krampfe verschwunden. 

3. XII. K.-G. 253 g. 
12.00 Uhr 38,1° Krimpfe verschwunden. 
Taube Nr. 47. Anfangsgewicht 369 g. 
26. XI. 39 (Mangeldiaét waihrend 38 Tagen). K.-G. 246g. 


Zeit Temp. Befund 

16.40 Uhr 37,4° Starke Krampfe, Opisthotonus. 
17.20 Uhr: 0,15 cem 10° ige Glucoselésung peroral. 

18.10 Uhr 34,0° Noch Krampfe. 
12mg Thiazolalkohol und 75mg 2-Methy]-6-amino-5-amino- 
methyl-pyrimidin-hydrochlorid peroral gegeben. Bei An- 
nahme einer 100% igen Synthese sind 22mg Vitamin B, 
Hydrochlorid zu erwarten. 


22.10 Uhr 37,0° Keine Krampfe. Taube sa8 ruhig. 
| 37,3° Keine Krimpfe. Taube sa8 ruhig. 
27. XI. K.-G. 226¢. 
9.00 Uhr 37,3° Zeitweise schwache Krampfe. Taube safi 


unruhig am Boden. 
12.00 Uhr 38,2° Keine Krampfe. 
15.00 ,, 38,2° Taube sa ruhig, aber fra® nicht. 
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28. XI. K.-G. 218g. 


Zeit Temp. Befund 
treten, 12.00 Uhr 38, 1° Keine Krampfe, aber leichte Gleichgewichts- 
stoérung. Taube ging herum. 
treten, 14.20 ,, 38,2° 
36mg Thiazolalkohol und 50mg 2-Methyl-6-amino-5-oxy 
5-oxy methyl-pyrimidin peroral gegeben. Bei Annahme einer 
eine! 100°, igen Synthese sind 67,4 mg Aneurin zu erwarten. 
rid zu 15.20 Uhr 39,5° Keine Krimpfe, aber noch leichte Gleich- 
gewichtsstérung, die Taube fraB gut. 
18.20 Uhr 37,2° Ruhig. 
9:30 *:. 37,3° Ruhig, keine Gleichgewichtsstérung. 
29. XI. K.-G. 222g. 
12.00 Uhr 38,9° Taube zeigte fast normales Verhalten und 


fraB sehr gut. 


30. XI. K.-G. 243 g. 


L. 12.00 Uhr 40,7° Taube hat sich erholt. 
‘geben 
neurin Taube Nr. 48. Anfangsgewicht 306 g. 
1. XII. 39 (Mangeldiat wahrend 35 Tagen). K.-G. 246g. 
Zeit Temp. Befund 
12.30 Uhr 38,8° Starke Krampfe, Opisthotonus. 


13.10 Uhr: 24mg Thiazolalkohol und 75mg 2-Methyl-6-amino- 
5-aminomethyl-pyrimidin-hydrochlorid peroral gegeben. 


21.00 Uhr 37,8° Starke Krampfe. 
‘te wie- 24:00 ,, 36,3° Krimpfe etwas nachgelassen. ‘Taube sab 


am Boden. 
2. X11. K.-G. 243 ¢. 
12.00 Uhr 38,4° Nur vereinzelte Kraimpfe, Taube saB am 
Boden. 


Taube Nr. 49. Anfangsgewicht 334 g. 
1. XII. 39 (Mangeldiat wihrend 36 Tagen). K.-G. 268 g. 


Zeit Temp. Befund 
13.50 Uhr 39,2° Starke Krampfe. Taube kann nicht mehr 
stehen. 


17.00 Uhr : 24mg Thiazolalkohol und 150 mg 2-Methyl-6-amino- 
5-oxymethyl-pyrimidin peroral gegeben. Bei Annahme einer 
100° igen Synthese 44 mg Aneurin zu erwarten. 


amino 18.00 Uhr 35,5° Schwache Kraimpfe, Taube kann nicht 

ei An- stehen. 

min B, 24.00 ,, 36,6° Schwache Krimpfe, Taube kann nicht 
stehen. 


2X. K.-G. 253 ¢. 
8.00 Uhr 38,2° Keine Krampfe mehr, aber leichte Gleich- 
gewichtsstorung. 
ibe sal 1t.OO 4, 38,4° Keine Kraimpfe mehr, aber leichte Gleich- 
gewichtsst6érung. 
3t.00 ,, 37,4° Keine Krampfe mehr, aber leichte Gleich- 
gewichtsstérung. 
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a. at. K.-G. 250 ¢ 
Zeit Tremp. Befund 
12.00 Uhr 37,6° Keine Krampfe mehr, aber leichte Gleich- 
gewichtsstérung. 


Taube Nr. 50. Antangsgewicht 325 ¢. 
5. 1. 40 (Mangeldiat wahrend 44 Tagen). K.-G. 245g. 
Zeit Temp. Befund 
9.00 Uhr 38,49 Starke Krampfe, Opisthotonus. 
11.31 Uhr: 20mg Thiazolalkohol peroral und dann 20 mg 
2-Methy1-6-amino-5-chlormethy|-pyrimidin-hydrochlorid intra- 
muskuléir. Bei Annahme einer 100°,igen Synthese 34 mg 


Aneurin zu erwarten. 


12.00 Uhr 37,0° Starke Krampfe, Opisthotonus. 
+ 37,89 Krimpfe sowie Opisthotonus nicht voi 
handen. 
6. I K.-G. 253 g. 
12.00 Uhr 40,0° Taube zeigte fast normales Verhalten, frals 


gut. 


Taube Nr. 51. Anfangsgewicht 363 g. 
Wenn das Kérpergewicht bis auf 346g abnahm, wurden pro Tag 10 ¢ 
Reis gestopft. 
29. X11. 39 (Mangeldiat wihrend 37 Tagen). K.-G. 285 g. 
Zeit Temp. Befund 
12.00 Uhr 38,2° Starke Krampfe, Opisthotonus. 
13.30 Uhr: 20mg Thiazolalkohol peroral, dann 20mg 2-Methy| 
6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid intramuskular. 
Bei Annahme einer 100°,igen Synthese 23mg Aneurin zu 
erwarten. 
14.30 Uhr 37,5° Krampfe und Opisthotonus. 
1630». 37,8° Krampfe sowie Opisthotonus nicht vor- 
handen. 
Taube Nr. 52. Anfangsgewicht 366 g. 
31. XIL. 39 (Mangeldiat wahrend 39 Tagen). K.-G. 277g. 
Zeit Temp. Befund 
12.30 Uhr 38,0° Keine Krimpfe. Gang schwankend. Die 
Taube saB am Boden. 
20 mg Thiazolalkohol peroral und dann 20 mg 2-Methy!- 
6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid intramuskulir. 
Bei Annahme einer 100°,igen Synthese 23mg Aneurin zu 
erwarten. 
15.30 Uhr 38, 2° Keine Krampfe, schwankte, sab autf- 
geplustert, nicht lebhaft. 
1.1.40. K.-G. 275g. 
12.00 Uhr 38,2° Die Taube konnte auf dem Boden stehen, 
munter, fraB gut. 


ST... Et Sew. 
12.00 Uhr 40,0° Die Taube ging hin und her, fraB gut. 


Taube Nr. 53. Anfangsgewicht 350 g. 
Wenn das Kérpergewicht bis auf 270 g abnahm, wurden tiiglich 10g 


Reis gestopft. 








leich- 


20 mg 
intra- 
34 mg 


Vol 


, frais 


r lOg 


thy! 
cular. 
Im Zu 


Vor- 


Die 
‘thy|- 
cular. 


In Zu 


autl- 


ehen, 


l0¢ 





Physiologische Wirkungen der Komponenten des Aneurins usw. 387 


12. 1. 40 (Mangeldiait wahrend 51 Tagen). K.-G. 225g. 
Zeit Temp. Befund 
2.30 Uhi 38, 9° Schwere Kraimpfe. 
13.15 Uhr: 20 mg 3-Carbamino-N-{(2-methy1-6-amino-pyrimi- 
dy1-(5))-methyl! |-pyridiumbromid-hydrobromid intramuskular. 


15.15 Uhr 38,0° Keine Krampfe. 
ior: KG. 208g. 
14.45 Uhr 28,6° Keine Krampfe, aber die Taube sah etwas 


erschépft aus, saB ruhig am Boden. 
20mg 3-Carbamino-N-|(2-methyl-6-amino-pyrimidyl-(5))-me- 
thyl|-pyridiumbromid-hydrobromid intramuskular. 


20.00 Uhr 37,89 Schwere Krampte. 


Taube Nr. 54. Anfangsgewicht 282 g. 
3. X11. 39 (Mangeldiat wahrend 42 Tagen). K.-G. 265g. 
Zeit Temp. Befund 
12.00 Uhr 37,7° Starke Krampfe, Opisthotonus 
5.0 cem 0,89, NaCl peroral. Krampfe lassen nicht nach. 


Taube Nr. 55 (Kontrolle). Anfangsgewicht 323 g. 
3. XIT. 39 (Mangeldiat waihrend 39 Tagen). K.-G. 212 g. 
Zeit Temp. Betund 
12.30 Uhr 37,5° Starke Krampte, Opisthotonus. 


14.00 Uhr: 5,0cem 10° ,ige Glucosel6sung peroral, kein Erfolg. 


Sensibilisierung des Tierkérpers gegentiber der Pyrimidinkomponente 
des Aneurins durch Verabreichung einer bestimmten vollwertigen Nahrung. 

Fiir die nachstehenden Experimente wurde folgende Diadt (DK.) 
nach Alderhalden (4) verwendet. 


Zusammensetzung : 


OR Pe A ee 20 Teile ail 

; a Dazu wurde pro Tag und 
Reisstérke .......... Soe ace ee Se Reet mee ; 
ErdnuB6l 15 Tier 0,4g Trockenhefe und 


: : 7 O,lg Lebertran zugesetzt. 
Salzgemisch (nach Me Collum) — 5 ‘ 


Abderhalden konnte zeigen, das mit dieser Diat ,,.DK.* gefiitterte 
Ratten von 40—200g Kérpergewicht einen typischen Krampfanfall 
zeigen, wenn man die Tiere mit der Pyrimidinhalfte des Aneurin- 
molekiils behandelt. Dieser Anfall bleibt aus, wenn die Ratten vorher 
mit K6érnerfutter gefiittert werden, oder wenn zur Grunddiadt eine 
reichliche Menge von Trockenhefe zugesetzt wird. Man kann daran 
denken, da} ein gegen Krampf schiitzendes Prinzip im Kérnerfutter 
oder in Trockenhefe enthalten sei. 

Die Krampfanfalle, die nach Injektion von 0,12 mg der Pyrimidin- 
komponente pro g Kérpergewicht hervorgerufen werden, treten in den 
meisten Fallen innerhalb 1—2 Stunden auf. Zuerst kratzt sich das 
Tier, knirscht unruhig mit den Zihnen, plétzlich springen seine Augen 
vor, es dreht sich wie wahnsinnig, !auft an den Wanden des Draht- 
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kafigs entlang und fallt dann unter starken Krampfen hin: Atmung 
auBerst beschleunigt, in vielen Fallen Nasenbluten. Nach diesen 
Krampfen wird der Zustand des Tieres wieder normal, aber stets wieder- 
holen nach einiger Zeit sich die Anfille mehrere Male. In leichteren 
Fallen erholen sich die Tiere wieder, in schwereren Fallen sterben sie 
unter wiederholten Krampfen. 


Versuche mit Ratten. 
1. Ratten, die mit gemischtem K6érnerfutter 10 Tage lang gefiittert 
waren, wurden mit 0 12 mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin- 
hydrobromid pro g Kérpergewicht subcutan gespritzt. 


Ratte Nr. 1: 14. III. 39. K.-G. 58g 





4 , 2: 14. 101, 39. eS | T 
9 ». Brive TE. BO. » 78g ‘Ohne Befund. 
5 oy hes DET 20. 6 54¢ 

7 »» OO: 34.011, 39. sis 52 ¢ 


2. Ratten, die mit Diat ,,.DK.** 10 Tage lang gefiittert worden 
waren, wurden wie oben behandelt. 


Ratte Nr. 6: 14. 117. 39. K.-G. 79g. 
es hy BE, OO, ee 69 


12.30 Uhr: Injektion der Pyrimidinkomponerte. 


14.00 Uhr: Die Tiere kratzten sich und bekamen 10 Minuten spater 
heftige Zuckungen des Oberk6rpers, standen mitunter auf den Hinterbeinen 
und schwankten. 


14.40 Uhr: Plétzlich kratzten sich die Tiere wie toll, drehten sich um sich 
selbst (die Augipfel traten stark heraus), dann fielen sie mit heftigen Krampfen 
hin. Nach 20 Minuten standen die Ratten schwankend auf; die Anfille 
wiederholten sich mit Pausen von 20 —30 Minuten und lieBen nach 5 Stunden 
ganz nach. 


Ratte Nr. 8. K.-G. 89g. 
12.00 Uhr: Injektion der zu priifenden Substanz. 
13.00 ,,  Ratte sitzt ruhig. 
15.00 ,,  Atmung beschleunigt, plotzliches Auftreten von Krampfen. 
15.30 ,, Das Tier dreht sich schreiend herum. Dabei tritt Nasen- 
bluten auf. Die Krampfe wiederholten sich haufig. 
17,30 ,, Anfalle lassen etwas nach. 


Ratte Nr.9. K.-G. 105g. 
13.00 Uhr: Injektion der zu priitenden Substanz. 
15.00 ,,  Beginn der Krampfe, die sich haufig wiederholen. 
16.40 ,,  Exitus. 


Ratte Nr. 10. K.-G. 106¢. 
14.00 Uhr: Injektion der zu priifenden Substanz. 
15.30 ,,  Ratte unruhig, steht mit den Hintérbeinen auf, schwankt. 
16.20 ,, Heftiger Krampfanfall. 
18.00 ,, Krampf nachgelassen. 
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3. Ratte Nr.1, 2 und 3 wurden mit gemischtem Ké6rnerfutter 
wahrend 6 Tagen nach dem Versuch 1 gefiittert, dann mit je 0,2 mg 
2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid pro g K.-G. 
injiziert und die Gewéhnung an diese Pyrimidinkomponente gepriift. 


Ratte Nr. 1. 21.11I.39. K.-G. 80g 
2. 31.51. 39. “e 85g \ Ohne Befund. 
3: Zi. I. 3s. » 90g 


Ratte Nr.6, 7 und 8 wurden mit Diadt ,,.DK.‘‘ wahrend 6 Tagen 
nach dem Versuch 1 gefiittert, dann erfolgte Injektion von 0,2 mg 
2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid pro g_ K.-G. 


Nach der Injektion sitzen die 

Ratten 1 Stunde lang ruhig, nach 

Decne: 2 Stunden Zustand 
normal, 


Ratte Nr.6. 21.111. 30. K.-G. 80g 
7. 2F. U5. 38. » te 
8. 21. TIT. 39. » We 


4.10 Tage lang Fiitterung mit Diat ,.DK.‘‘, dann 5 Tage mit 
Diat ,,.DK.“ + 0,01 mg 2-Methyl-6-amino-5-aminomethyl-pyrimidin- 
hydrochlorid pro g K.-G., darauf Injektion von 0,2 mg 2-Methyl- 
6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid pro g K.-G. 


Ratte Nr.9. 21. 111.39. K.-G. 97g. 
13.00 Uhr: Injektion. 
15.00 ,,  Beginn der Krampfe, die sich mehrere Male wiederholen. 
18.30 ,,  Nachlassen der Krampfe. 


Ratte Nr. 10. K.-G. 100g. 
13.10 Uhr: Injektion. 
16.50 ,,  Beginn der Krimpfe. 
18.40 ,,  Nachlassen der Krampfe. 


Ratte Nr. 11. K.-G. 95¢. 
13.20 Uhr: Injektion. 
15.30 ,, Beginn der Krampfe. 
18.50 ,, Nachlassen der Krampfe. 
Ratte Nr. 12. K.-G. 89g. 
13.3) Uhr: Injektion. 
17.50 ,,  Beginn der Krampfe. 
19.30 ,, Nachlassen der Krampfe. 


Kontrolle: 10 Tage mit Kérnerfutter gefiittert, dann 0,2 mg Brom- 
kérper pro g K.-G. injiziert. 
Ratte Nr. 13. 21. 111.39. K.-G. 100g. 

13.10 Uhr: Injektion. 

16.00 ,, Beginn der Krampfe, die sich nur zweimal wiederholen. 
Ratte Nr. 14. K.-G. 98g. 

13.15 Uhr: Injektion. 

19.10 ,, Nur einmal Krampfe. 
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Diat ,,. DK." 


5. 10 Tage Jang Fiitterung mit 


S. Mori: 


Dist... DK.*‘. 
taglich 0.05 mg 2-Meth yl-6-amino-5-aminometh yl-pyri- 


dann 5 Tage mit 


midin pro g K.-G. und danach Injektion von 0,2 mg 2-Methyl-6-amino 


5-brommethvl-pyrimidin-hydrobromid pro g K.-G. 


Ratte Nr. 15. 


13.00 Uhr 


15.20 


Ratte Nr. 16. 


13.00 Uhr 


14:30 
14.40 ,, 


Ratte Nr. 17. 


13.10 Uhr: 


15.10 
15.40 


Ratte Nr. 18. 


13.10 Uhr: 


14.25 
15.10 
Ratte Nr. 19. 
13.15 Uhr: 

14.30 
14.45 .,, 


Ratte Nr. 20. 


13.15 Uhr: 


15.05 


15.45 


6. 10 Tage lang Fiitterung mit Diat 
mit Diat ,DK.* 
dihydrochlorid pro g K.-G. 
6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-bydrobromid pro g 


Ratte Nr. 21. 


13.00 Uhr: 


14.15 
16.00 


99 


“me. 


Ratte Nr. 


13.00 Uhr: 


P4516. ..,, 
16.00 


Ratte Nr. 23. 


13.05 Uhr: 


14.20 


15.35 


26. IV.38. &.-G. HMbe. 


: Injektion. 


Typischer Krampfanfall, der 5 Stunden andauert. 


K.-G. 110g. 


: Injektion. 


Heftige Krampfe. 


Exitus unter weiteren iiberaus heftigen Krampfanfillen. 


K.-G. 99g. 

Injektion. 

Schwanken,. 

Einmaliger leichter Krampfanfall, danach allmahlich E1 
holung. 


K.-G. 117 g. 

Injektion. 

Schwanken. 

Heftige Krampfe, die in den nachsten 4 Stunden noch 
mehrere Male auftraten. 


K.-G. 125 ¢. 

Injektion. 

Schwere Krampfe. 

Exitus unter auBerst heftigen Krampfanfallen. 


K.-G. 105 g. 

Injektion. 

Schwere Krampfe. 

Exitus unter starken Krampfen. 


.DK.‘‘. dann weitere 10 Tage 
0,07 mg 2-Methyl-6-amino-5-aminometh yl-pyrimidin 
Danach Injektion von 0,12 mg 2-Methy! 
K.-G. 

31. V. 39. 
Injektion. 
Schwere Krampfe, die weiter andauerten. 
Exitus in aéuBerst heftigen Krampfen. 


K.-G. 87g. 


K.-G. 77g. 

Injektion. 

Wiederholte Krampfanfille. 
Exitus unter starken Krampfen. 


K.-G. 100 g. 

Injektion. 

Wiederholte Krampfanfalle. 
Exitus unter heftigen Krampfen. 
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Ratte Nr. 24. 


13.10 Uhr: 


15.10 
16.40 


K.-G. 83g. 

Injektion. 

Wiederholte Krampfanfille. 
Exitus unter heftigen Krampfen. 


7. 10 Tage lang Fiitterung mit Diat ..DK.‘‘, dann 5 Tage lang Ver- 
abreichung von Diat ,,.DK. (peroral) und 0,03 mg 2-Methyl-6-amino- 


5-aminomethyl-pyrimidin-dihydrochlorid (subeutan) pro g K.-G. Da- 


nach Injektion von 0,12 mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin 


hydrobromid pro g K.-G. 


Ratte Nr. 25. 


13.00 Uhr: 


15.50 
18.00 


Ratte Nr. 26. 


13.00 Uhr: 


14.20 
19.00 


Ratte Nr. 27. 


13.10 Uhr: 


15.40 
19.10 


Ratte Nr. 28. 


13.15 Uhr: 


PO.ED* % 


Ratte Nr. 29. 


13.20 Uhr: 


29.1V.39. K.-G. 150¢. 
[Injektion. 
Krampfe. 
Nachlassen der Krampfe. 


K.-G, 195 g. 

Injektion. 

Kraimpte. 

Nachlassen der Krampfe. 


K.-G. 199 g. 

Injektion. 

Krimpfe. 

Nachlassen der Krampfe. 

K.-G. 136g. 

Injektion. 

Nur einmaliger leichter Krampfanfall. 
Ratte wieder normales Verhalten. 


Danach zeigte die 


K.-G. 170g. 


Injektion 


16.20 Kraimpfe. Der letzte Anfall wurde noch um 19.20 Uhr 
beobachtet. 
8. Verabreichung von Diat ,,.DK.‘* (peroral) + 0,05 mg 2-Methyl 


6-amino-5-aminomethyl-pyrimidin-hydrochlorid (subcutan) pro g K.-G. 


wahrend 10 Tagen. Injektion von 0,12 mg 2-Methyl-6-amino-5-brom- 


methyl-pyrimidin-hydrobromid pro g K.-G. 


Ratte Nr. 30. 


13.00 Uhr: 


15.50 


Ratte Nr. 31. 


13.05 Uhr: 


14.15 


Ratte Nr. 32. 


13.10 Uhr: 


15.10 


31. V. 39. K.-G. 101g. 


Injektion. 
Kraimpfe, die nach 4 Stunden nachlassen 


K.-G. 100 ¢g. 

Injektion. 

Krampfe, nach 3 Stunden Exitus unter weiteren heftigen 
Anfiillen. 


K.-G. 95g. 


Injektion. 
Krampfe, die nach 3 Stunden nachlassen. 
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9, Fiitterung mit Diat ,,.DK.** wihrend 10 Tagen, dann Gabe von 
012mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid pro g 
K.-G. (peroral). 


Ratte Nr. 33. 
13.00 Uhr: 
13.05 
14.00 


Ratte Nr. 34. 
13.05 Uhr: 
2: Gee 

Ratte Nr. 35. 
13.10 Uhr: 
16.40 


19, XII. 39. K.-G. 108g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Unruhe. 

Kieferbewegung, jedoch keine Krampfe. Noch Diit ,,DK.‘ 
wihrend der nachsten 2 Tage, nach der Pyrimidinkérper- 
zufuhr dasselbe. Keine Krampfe. 

K.-G. 78 g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Unruhig; Schwanken, keine Krimpfe. 

K.-G. 81 g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Schwanken. 


17.00, 17.40, 19.45 Uhr: Heftige Krampfe. Nach 7 Stunden haben die 


Ratte Nr. 36. 
13.15 Uhr: 


17.15, 17.45, 18.35, 19.00 Uhr: 


Ratte Nr. 37. 
13.20 Uhr: 


13.26 ,; 


Noch Diat 


kérpergabe wie oben. 


Krampfe nachgelassen. 


K.-G. 79g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Heftige Krampfe. 
haben die Krampfe nachgelassen. 


Nach 6 Stunden 


K.-G. 122 g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Unruhe. Keine Krampfe. 

,DK.‘* waihrend der naichsten 2 Tage. Nochmals Pyrimidin- 
Keine Krampfe. 


Ratten Nr. 34, 35 und 36 wurden mit Didit .,DK.‘ noch 30 Tage 


gefiittert. 


Ratte Nr. 34. 
13.00 Uhr: 
13.05 _ ,, 
16.20 .. 
16.45 


Ratte Nr. 35. 
13.05 Uhr: 
fo an 
16.20 ,, 


Ratte Nr. 36. 


13.10 Uhr: 


th i 
1.00 + 


Pyrimidink6érper-Gabe wie oben. 


18.1. 40. K.-G. 114g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Unruhe. 

Schwanken. 

Heftige Krampfe, die sich haufig wiederholten. 
der Krampfe nach 9 Stunden. 


K.-G. 140 g. 

Pyrimidinkérper-Gabe. 

Unruhe. 

Heftige Krampfe, die nach 9 Stunden nachlassen. 


K.-G. 140g. 
Injektion. 


Unruhe. 
Heftige Krampfe, die nach 9 Stunden nachlassen. 


Nachlassen 


10. Fiitterung mit Diat ,,.DK.‘‘ wahrend 10 Tagen, dann Verab- 


reichung von 0,6 mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydro- 


bromid pro g 


K.-G. (peroral). 
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Ratte Nr. 38. 29. XII.39. K.-G. 79g. 


13.00 Uhr: Pyrimidinké1 per-Gabe. 

13.05 ,, Unruhe. 

17.00 ,,  Krampfe, Nasenbluten. 

17.10, 17.20, 17.40 Uhr: Schwere Kriimpfe, die nach 8 Stunden nach- 


lassen. 


Ratte Nr. 39. K.-G. 66g. 


Ratte Nr. 40. K.-G. 75 


13.05 Uhr: Pyrimindinkérper-Gabe. 
13.15 ,, Unruhe. 


a Krampte. 
17.35, 18.00, 18.40 Uhr: Schwere Kraimpfe, die nach 8 Stunden nach- 
lassen, 


13.10 Uhr: Pyrimidinkérper-Gabe. 
17.10 ,,  Unruhe. 
17.30, 18.00, 18.40 Uhr: Schwere Krimpfe, die nach 9 Stunden nach- 


lassen. 


Wird 2- Methyl -6-amino -5- brommethyl - pyrimidin - hydrobromid 


peroral gegeben, so tritt der erste Krampf relativ spater auf als bei 


subeutaner Injektion und das Tier kommt nicht ad Exitum. 


yon 


pro 


li. Fiitterung mit Diét ,,. DK.‘ wahrend 10 Tagen. Dann Injektion 
012mg 2-Methyl-6-amino-5-chlormethyl-pyrimidin-hydrochlorid 
g K.-G. ' 


Ratte Nr. 41. 14. XII. 39. K.-G. 102g. 


13.00 Uhr: Injektion. 

3.45 =, Kratzen. 

14.00... Etwas unruhig, am Boden sitzen. 

14.50 ,, Kieferbewegung. 

17.00, 17.30, 18.40 Uhr: Schwere Krampfanfiille, allmahlich leichter, 
Nach 7 Stunden Nachlassen der Krampte. 


Ratte Nr. 42. K.-G. 98g. 


13.05 Uhr: Injektion. 

13.15 ,, Unruhe. 

14.05 ., Schwanken. 

14.20 ,.. Kieferbeweguneg. 

16.35 .,  Sehwere Krampfe. Die Anfalle folgen in Pausen von 
mehreren Minuten aufeinander. 

19.35 ,,  Keime Krampfe. Nach 12 Stunden noch Schwanken, 


Ratte Nr. 43. K.-G. 105g. 


13.10 Uhr: Injektion. 

13.35 ,,  Kratzen. 

14.55 ,, Kieferbewegung 

15.55 ,, Schwere Krampfe. 
17.30 ,, Exitus unter Krampfen. 
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Ratte Nr. 44. K.-G. 107g. 
13.15 Uhr: Injektion. 
13.35 ..  Kratzen. 
14:30 5, Kieterbewegung. 
20.25 ,,  Krampfe. Die Anfalle lassen nach 9 Stunden nach. 


12. Fiitterung mit Diat ,,DK.‘* wahrend 10 Tagen. Dann Injektion 
von 0,12 mg 2-Methyl-6-amino-5-oxymethyl-pyrimidin pro g K.-G. 


Ratte Nr. 45. 14. XII. 39. K.-G. 95g. 
13.00 Uhr: Injektion. 
13.10 ,,  Unruhe. 
14.15 .,  Schwanken. 
15.15 ,, Sehwere Krampfe, die sich wiederholen. 
16.50 ,, Exitus. 


Ratte Nr. 46. K.-G. 83g. 

13.05 Uhr: Injektion. 
13.1 Unruhe. 
15.1 Schwanken. 
16.15. ,, Schwere Krampfe. 
16.20, 16.30, 17.00 Uhr: Ebenso. 
18.00 Uhr: Exitus. 


5 
5) 


Ratte Nr. 47. K.-G. 96@¢. 
13.10 Uhr: Injektion. 
13.20 ,,  Unruhe. 
15.10 ,, Sechwanken. 
17.40, 18.00, 18.30 Uhr: Schwere Krampfe. 
19.00 Uhr: Die Krampfe haben nachgelassen. 


Ratte Nr. 48. K.-G. 135g. 
13.15 Uhr: Injektion. 
13.20 .,  Unruhe. 
14.35 ., Kieferbewegung. 
14.45 ,.  Krampfe. 
14.55, 15.05, 15.25 Uhr: Schwere Krampfe. 
17.00 Uhr: Nach 12 Stunden Exitus. 


13. Fiitterung mit Diat ,,. DK. waihrend 10 Tagen. Dann I[njektion 
von 0,15 mg 2-Methyl-6-amino-5-aminomethyl-pyrimidin pro g K.-G 


Ratte Nr. 49. 11.V.39. K.-G. 80g 


me «3 OO. - BEV: x  6t¢Z “er oi , 
v "51. 11. V.39. : lle Keine Krampte, fast notmales 
.  » Ee Sle Verhalten. 

Sa... t3;-7..2e- oa 64 2 


Kontrolle: Kérnerfutter wahrend 10 Tagen. 


Ratte Nr. 54. 11. V.39. K.-G. 44g Injektion von 0,15 mg 2-Methy! 





= r eis oc R . 
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14. Wahrend 10 Tagen Fiitterung mit Diat ,,.DK.**, der statt 0.4 2 
Trockenhefe Oryzaninpulver in Mengen von 0,1, 0,2, 0.3 bzw. 04¢ 
pro g K.-G. und Tag zugesetzt wurde. Darauf Injektion von 0,12 mg 


2-Methy]-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid pro g K.-G:: 


Ratte Nr. 59. 15. V.39. K.-G. 54g (Oryzanin 0,1 g). 
13.00 Uhr: Injektion. 
13.30 ., Unruhe, Schwanken. 
14.00 ,, Krampfe. Nach 2 Stunden unter weiteren heftigen Anfallen 
Exitus. 
Ratte Nr. 60. K.-G. 65g (Oryzanin 0,2 g). 
13.05 Uhr: Injektion. 
13.45 .,  Sechwanken. 
14.25 ,, Heftige Krampfe. Nach 3 Stunden unter w jederholten 
Anfallen Exitus. 


Ratte Nr. 61. K.-G. 63g (Oryzanin 0,3 g). 
13.10 Uhr: Injektion. 
14.20 .. Sehwanken. 
La .. Krampfe. 
15.15 ., Unter heftigen Anfallen Exitus. 


Ratte Nr. 62. K.-G. 60g (Oryzanin 0,4 g). 


13.15 Uhr: Injektion. 

14.25 Schwanken. 

15.15 .,  Krampfe. 

15.35 Unter heftigen Anfallen Exitus. 


15. Fiitterung mit Diat ,,.DK.** wahrend 10 Tagen. Dann Injektion 
von 0,12 mg 4-Athyl-2-amino-pyrimidin pro g K.-G. 
N=CH 
NH,—C CH 
N—C—C,H, 


Ratte Nr. 63. 11. VI.39. K.-G. 84g | 


64. 11. VI. 39. » 66g¢|.. , 
Keine Krampfe. 


mn 65. 11. VI. 39. .  68¢ 
66. 11. VI. 39. Pr 54¢ 





Kontrolle: Kérnerfutter wahrend 10 Tagen, Injektion von 0,12 mg 
4-Athyl-2-amino-pyrimidin pro g K.-G. 
Rate Nr. 67, 11. VI. 39. K.-G. 68 ¢ | 
6S. Ik. Vi. 8. oe 55 g Keine Veranderungen. 
= » 68. 11. VI. 39. s <¢e 
16. Fiitterung mit Diat ,,DK.° wahrend 10 Tagen. Dann Injektion 
von 0,12 mg 4-Athyl-6-amino-pyrimidin pro g K.-G. 


s° Pr 


N=C—NH, 
HC CH 
! i 
N—C—C,H 


26 * 
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Ratte Nr. 70. 23. VI. 39. K.-G. 95¢ 
71. 23. VI, 39. 0 46 g Keine Veranderungen. 
72. 23.VI.30. ,, 42¢] 


Kontrolle: Kérnerfutter wihrend 10 Tagen. Injektion wie oben 


Ratte Nr. 73. 23. VI.39. K.-G. 60g) _ . mA 
74. 23. VI. 39. 4s nt Keine Veranderungen. 


17. Fiitterung mit Diait ,,.DK.* wahrend 10 Tagen. Injektion von 
0.12 mg Uracil (2, 6-Dioxy-pyrimidin) pro g K.-G. 
H N—C=O 
O=C CH 


HN—CH 


Ratte Nr. 5. 311.39. K.-@..388¢ 
5. XIT. 39. a 90 g Keine Folgeerscheinungen. 
25. AIT, 39. Pa 76g 

Is. Fiitterung mit Diaét ,.DK.* wahrend 10 Tagen. Injektion von 
0,12 mg Thymin pro g K.-G. 


Ratte Nr. 78. 25. XII,39. K.-G. 115¢ 
79. 25. XIT. 39. - 123g Keine Folgeerscheinungen. 
80. 25. XIT. 39. » Lile¢g 
19. Fiitterung mit Diat ,,.DK.*‘ wahrend 10 Tagen. Injektion von 


0,12 mg Adenylsaiure pro g K.-G. 


Ratte Nr. 81. 25. XIT.39. K.-G. 125¢ 
82. 25. XIT. 39. oe) l5lg Keine Folgeerscheinungen., 
83. 25. XII. 39. ~ lisg 


Versuche mit Mausen. 

1. Fiitterung mit Diat ,,.DK.‘‘ (Trockenhefe 0,1 g) wahrend 7 Tagen. 
Dann Injektion von 0,12 mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin- 
hydrobromid pro g K.-G. 

Maus Nr. 1. 15.1.40. K.-G. 10g. 

13.00 Uhr: Injektion. 

15.00 ,,  Plétzliche schwere Krampfe. 

15.10, 15.25 Uhr: Krampfe. 

Maus Nr. 2. K.-.G Il g. 

13.05 Uhr: Injektion. 

16.00, 16.20, 16.35 Uhr: Krampfe. 
Maus Nr. 3. K.-G. 12g. 

13.10 Uhr: Injektion. 

16.10, 16.20 Uhr: Krampfe. 


Kontrolle: Kérnerfutter wahrend 7 Tagen. Dieselbe Injektion. 


Maus Nr. 4. 15.1.40. K.-G. 12g ) Pa, Te er ne 
a i 15. I. 40. i llg | Verne olgeer: emungen. 
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2. Fiitterung mit Diat ,,. DK. (Trockenhefe 0,1 g) wahrend 7 Tagen 
Injektion von 0,13 mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl- pyrimidin 
hvdrobromid pro g K.-G. 


Maus Nr. 6. 16.11.40. K.-G. 10g 
13.00 Uhr: Injektion. 
14.00 ,, Exitus unter heftigen Krampfen 


Maus Nr.7. K.-G. 1) g. 
13.05 Uhr: Injektion. 
14.00 ,, Heftige Krampfe. 
14.30 .,  Exitus. 


Maus Nr. 8. K.-G. 12g. 
13.10 Uhr: Injektion 
14.10 ,, Heftige Krampfe 
14.20 ., Exitus. 
Maus Nr.9. K.-G. 12¢. 
3.15 Uhr: Injektion. 
14.15 ,, Heftige Krampfe 
14.30 ,, Exitus. 
Maus Nr. 10. K.-G. 10g. 
13.20 Uhr: Injektion. 
14.20 ,, Heftige Krampfe 
15.20 ,, Exitus. 


3. Fiitterung der Mause mit Reiskleie und Gemiise wahrend 
11 Tagen. Dann Injektion von 0.13 mg 2-Methyl-6-amino-5-brom- 
methyl-pyrimidin-hydrobromid pro g¢ K.-G 


Maus Nr. 11. 18.1.40. K.-G. 12¢ 
13.00 Uhr: Injektior. 
13.05 ,, Unruhe. 
16.50 ,, Schwanken. Keine Krampfe. Nach 24 Stunden etwas 
unruhig. 
Maus Nr. 12. K.-G. ll g. 
13.05 Uhr: Injektion. 
16.00. ,,  =Krampfe. 
Maus Nr. 13. K.-G. lig 
13.10 Uhr: Injektion. 
13.50 .,  Unruhe. 
19.00 ,,  Schwanken. Keine Krampte 


Maus Nr. 14. K.-G. ll g. 
13.15 Uhr: Injektion. 
13.25 ,,  Unruhe. 
17.00 ., Schwanken. Keine Krampte 


Maus Nr. 15. K.-G. 12g. 
13.20 Uhr: Injektion. 


13.50 ,,  Zeitweise unruhig. Keine Krampfe 











398 8S. Morii: Physiologische Wirkungen der Komponenten usw. 


4. Fiitterung der Mause mit Reiskleie und Wasser wahrend 14 Tagen. 
Dann Injektion von 0,13 mg 2-Methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimidin- 
hydrobromid pro g K.-G. 

Maus Nr. 16. 31.1.40. K.-G. 9g. 

13.00 Uhr: Injektion. 

13.10 ., Kratzen, etwas unruhig. 

17.40 ., Sehwanken. Keine Krampfe. 
Maus Nr. 17. K.-G. 14g. 

13.05 Uhr: Injektion. 

13.10 ,,  Kratzen. Keine Krampfe. 
Maus Nr. 18. K.-G. 14g. 

13.10 Uhr: Injektion. 

13.20 ,, Kratzen, etwas unruhig. Sonst nichts Besonderes. 
Maus Nr. 19. K.-G. 9g. 

13.15 Uhr: Injektion. 

13.20 ,,  Kratzen. 

16.00 ., Matt, Schwanken. 

16.30 ,,  Exitus unter leichten Krampfen. 


Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung eines Stipendiums 
von der Siidmandschurei-Eisenbahngesellschaft, vom Dairen-Hospital 
und von der Firma Takeda, Osaka, durchgefiihrt. 


Literatur. 
) K. Makino, Nihon Seikag. Kh. 15, 106, 1940. — 2) 7. Kimura, 
Nisshin Igaku 26, 231, 1937. - 3) T. Imai, noch nicht publiziert. 


4) R. Abderhalden, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 242, 199, 1939. — 5) Siehe 
hierzu die inzwischen erschienene Arbeit von FE. u. R. Abderhalden, Pfliigers 
Arch. f. d. ges. Phys. 240, 746, 1938. 








agen. 
1idin- 


liums 
spit al 


mura, 
rt. 
Siehe 


liigers 





‘ber die Bildung reduzierender Zuckercarbonsiiuren 
durch Essigbacterien*. 
Von 
Heinrich Knobloch und Hans Tietze‘. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie der Deutschen 
Technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1941.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie bereits friiher? gezeigt wurde, sind zahlreiche Essigbacterien 
dazu befaihigt, aus Ca-Gluconat reduzierende Sauren zu bilden, die 
nicht 5-Ketogluconsaure sind. Im Falle des A. suboxydans? gelang es, 
etwa 60°, d. Th. an 2-Ketogluconséure in Form des K-Salzes zu iso- 
lieren. Auch bei anderen Bacterien konnte die Entstehung léslicher 
reduzierender Ca-Salze nachgewiesen werden. Auf Grund dieser Tat- 
sache und der in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Beobachtungen 
bediirfen die in den Veréffentlichungen alterer Autoren? gemachten 
Angaben iiber die Bildung von 5-Ketogluconsaéure durch Essigbacterien 
durchweg der Uberpriifung. Infolge der Schwerléslichkeit des Caleium- 
salzes der 5-Ketogluconséure und seiner guten Kristallisierbarkeit 
handelt es sich wohl stets in den Fallen, in denen auf Grund des Reduk- 
tionsvermoégens der Garlésung von Calcium-5-Ketogluconat ,,in Lésung* 
vesprochen wird, um andere Sauren, zum tiberwiegenden Teil wohl um 
2-Ketogluconséure, worauf bereits Bernhauer® hingewiesen hat. 

Auch eines anderen Umstandes mu hier gedacht werden, namlich 
der Tatsache, daB die Entstehung reduzierender Saéuren aus Glucon- 
siure, sowohl was ihre Menge, als auch was ihre Art betrifft, sehr vom 
jeweiligen ,,physiologischen Zustand’: der Bacterien abhangig ist und 
weiter durch eine Reihe von Faktoren bestimmt wird, die heute noch 
keineswegs endgiiltig geklart sind. Bisher wurde die Variabilitat der 
physiologischen Eigenschaften der Essigbacterien wenig beachtet. 

Als Beispiel fiir die Verainderungen, die der Enzymapparat eines be- 
stimmten Essigbacteriums im Laufe der Zeit erleiden kann, sei hier der Fall 


* VII. Mitteilung in der von K. Bernhauer und Mitarbeitern begonnenen 
Reihe: Oxydationen mittels Essigbacterien. Herrn Prof. Dr. Konrad Bern- 
hauer sei auch an dieser Stelle fiir- die Anregung der vorliegenden Arbeit 
gedankt. — } Vel. auch Hans Tietze, Dissertation Prag, Deutsche Karls-Uni- 
versitat, 1941. 2 K. Bernhauer u. H. Knobloch, Naturwiss. 26, 819, 1938. 

3 Dieselben, diese Zeitschr. 38038, 308, 1940. 4 Vol. z. B. S. Hermann, 
ebenda 214, 357, 1929. 5 K. Bernhauer, Evgebn. d. Enzymforsch. 7, 
262, 1938. 
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des A. gluconicum angefiihrt. In der ersten Untersuchung von S. Hermann 
(1. c. 1929) tiber dieses Bacterium wird berichtet, daB Glucose in Gegenwart 
von CaCO, zu 57,6, in emem anderen Falle sogar zu 82,5°4 in Ketoglucon 
siure iibergefiihrt wurde; dabei konnte das Auftreten von Kristallen des 
Ca-5-Ketogluconats nicht beobachtet werden. Nach unseren heutigen 
Erfahrungen hat es sich also um eine andere reduzierende Zuckerearbon 
siure, der Hauptsache nach wohl um 2-Ketogluconséure gehandelt. 
Kurze Zeit darauf fanden S. Hermann und P. Neuschul', daB das gleich: 
Bacterium auf demselben Substrat 59°( an Ca-5-Ketogluconat  bildete. 
das sich in Kristallform abgeschieden hatte, wihrend nur geringe Mengen 
(14,6°,) an reduzierenden Saéuren in der Nahrl6sung vorhanden waren 
Durechaus ahnliche Beobachtungen wurden von K. Bernhauer und Kk. Irr 
gang* bzw. von K, Bernhauer und B. Gérlich® mit Ca-Gluconat als C- Quelle 
gemacht; dabei wurde auch festgestellt, daB die Zusammensetzung des 
Nahrbodens gleichfalls auf die Art und Menge der Reaktionsprodukte, dic 
aus Ca-Gluconat gebildet werden, von EinfluB ist. Bei Verwendung eines 
synthetischen Nahrbodens wurden héhere Ausbeuten an 5-Ketogluconsaure 
erhalten, als bei Versuchen mit Hefeextrakt. Auch die Konzentration det 
C-Quelle beeinfluBt die Menge der entstehenden reduzierenden Séuren 
(K. Bernhauer und H. Knobloch, 1. ce. 1940). Wahrend bei einem 5- bzw 
10% igen Gehalt der Nahrlésung an gluconsauren Salzen die Oxydation 
durch A. gluconicum anscheinend hauptsachlich bis zu CO, vor sich ging 
und die Mengen an reduzierenden Séuren gering waren, entstanden in 
15% igen Lésungen zum iiberwiegenden Teil Oxoséuren. 

Im A. gluconicum haben wir also ein Essigbacterium ‘vor uns, das 
zunachst im Zeitpunkt seiner Isolierung iiberwiegend lésliche reduzierende 
Ca-Salze (wohl 2-Ketogluconséure), im Verlaufe seiner weiteren Labora 
toriumsziichtung jedoch in der Hauptsache 5-Ketogluconsiiure bildete und 
schlieBlich die Fahigkeit zur Bildung von Oxosaéuren weitgehend verlo1 
Durch eine Erhéhung der Konzent:ation des Ca-Gluconats im Nahrboden 
konnte aber auch ein soleherart degeneriertes Bacterium zur Anhaufung 
reduzierender Zuckercarbonsaéuren gezwungen weiden. 

Dieser Fall steht jedoch nicht vereinzelt da, sondern Ahnliches gilt auch 
fur A. suboxydans. Dieses Bacterium bildete bei den friiheren Unter 
suchungen aus Ca-Gluconat in iiberwiegender Menge 2-Ketogluconsaure, 
wahrend nur etwa 2°, der 5-Ketosiure dabei entstanden. Bei einer Wiede 
holung dieser Versuche in einem Zeitabstand von 3 Jahren lagen die Vet 
haltnisse anders. Neben 66°, der 2-Ketoséure wurden 25°) an 5-Keto 
gluconat gebildet. 

Die Reihe der Beispiele k6nnte noch beliebig erweitert werden, es sollen 
hier jedoch nur einige Daten iiber das Verhalten bestimmter Bacterie1 
gegeniiber Ca-Gluconat bei den zu verschiedenen Zeiten erfolgten Unte1 
suchungen in Form einer Tabelle wiedergegeben werden. Die dabei in den 
einzelnen Zeitabschnitten verwendeten Bacterienstéimme waren stets di 
gleichen. 

Die Zahlen stellen °, d. Th. bezogen auf angewandtes Ca-Gluconat dat 
Die Werte in ( ) geben die Ergebnisse wieder, die auf einem synthetische1 


1 §. Hermann u. P. Neuschul, diese Zeitschr. 288, 130, 1931. 
2 K. Bernhauer u. K. Irrgang, ebenda 280, 360, 1935. 3K. Bernhaue: 
u. B. Gorlich, ebenda 280, 376, 1935. 
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Bildung reduzierender Zuckercarbonsauren durch 


Nahrboden gewonnen wurden. Die Zahlen in der 
Spalte Autor” beziehen sich auf folgende At 
beiten: 


1. Hermann u. Neuschul, 1. e. 193] 
la. Hermann, |. c. 1929. 

2. Bernhauer u. Irrgang, |. ¢. 1935. 
3. Bernhauer u. Gorlich, |. e. 1935. 
$+. Bernhauer u. Knobloch, 1. ¢. 1940. 
5. Vorlhegende Untersuchung 


Wenn wir nun die von S. Hermann und 
P. Neuschul ins Auge gefabte Einteilung der 
Essigbacterien nach ihrem Dehydrierungs 
vermégen (ketogene und aketogene Essigbac- 
terien) naher betrachten, so ergibt sich auf 
Grund der oben angefiihrten Tatsachen, daf 
dieselbe keineswegs zu Recht besteht!. Man 
kénnte viel eher noch von einem ,.ketogenen™ 
bzw. ,,aketogenen’’ Zustand sprechen, in 
welchem sich gerade ein Bacterium befindet. 
Dieser Zustand hangt einerseits von den Be- 
dingungen wahrend des Versuchs, andererseits 
von der Art der Vorziichtung und schlieBlich 
auch weitgehend von den _ physiologischen 
Kigenheiten des Bacteriums ab. Der EinfluB 
dieser einzelnen Faktoren auf das Enzym- 
system der Essigbacterien ist noch giinzlich 
unbekannt; in der Bildung und Anhaufung von 
reduzierenden Zuckercarbonsauren haben wir 
jedoch wahrscheinlich eine Stérung des nor 
malen Enzvymgleichgewichtes der Essigbacterien- 
zelle zu sehen und in den Oxoséuren_ selbst 
Zwischen- oder Nebenprodukte des vélligen Ab- 
baus des Kohlenhydratmolekiils zu CO,. Bei 
manchen Essigbacterien ist die Fahigkeit, das 
Zuckermolekiil véllig zu verbrennen, weit- 
yehend verlorengegangen: in diesen Fiillen 
kommt es zur reichlichen Anhaéufung redu- 
zierender Zuckercarbonséuren. Dies ist bei 
einigen Bacterien, wie z. B. bei A. suboxydans, 
besonders ausgeprigt. Bei anderen Essigbac- 


' Vel. auch AK. Bernhauer, Ergebn. d. Enzym 
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terien wird normalerweise das Kohlenhydratmolekiil bis zu COs, ab- 
gebaut. Es hat jedoch den Anschein, als ob es méglich ware, durch 
geeignete Versuchsbedingungen auch bei solchen Organismen (z. B. 
A.rancens) die Anhaufung von Oxosdéuren bzw. anderen Zwischen- 
produkten zu erzwingen!. Die bereits erwahnten mit A. gluconicum 
yvemachten Erfahrungen lassen diese Annahme gerechtfertigt erscheinen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Reihe von Essigbacterien 
auf ihre Fahigkeit untersucht, Ca-Gluconat unter Bildung reduzierender 
Séuren abzubauen. Vor allem wurde auf den Nachweis der 2-Keto- 
vluconséure besonderer Wert gelegt. Weiterhin sollte die Angreifbarkeit 
einer Reihe von Zuckermonocarbonsaéuren durch bestimmte Kssig- 
bacterien gepriift werden. SchlieBlich wurde der Abbau des Ca-Gluco- 
nates durch eine Reihe aerober Bacterien (die nicht in die Gruppe der 
Essigbacterien gehéren), vor allem durch Pseudomonas fluorescens- 
Staémme naher studiert. 

Der Nachweis der 2-Ketogluconséiure kann direkt in den Gar- 
ldsungen durch die Darstellung des verhaltnismaBig schwerléslichen 
Chinoxalinderivates erfolgen, das sich nach H. Ohle? durch gutes Kristalli- 
sationsvermégen auszeichnet. Normalerweise ist es nicht einmal ndétig, 
die EiweiBstoffe des Hefewasser-Nahrbodens vorher zu entfernen. 
Etwa 60°9%, der 2-Ketogluconsiure k6nnen als Chinoxalinderivat aus 
den Garlésungen kristallisiert erhalten werden. Von besonderer Wichtig- 
keit erscheint weiterhin, da8 es ohne Schwierigkeiten gelingt, das Ca-Salz 
der 2-Ketogluconsdure in gut kristallisiertem Zustand zu gewinnen, was 
besonders in praparativer Hinsicht bedeutsam ist. Dieses kristallisierte 
Ca-Salz wurde hiermit erstmalig beschrieben. 

Bei fritheren Untersuchungen iiber die Umwandlung des Ca- 
Gluconats durch Essigbacterien hatte sich gezeigt, das manche Bacterien 
unter Umstinden auf Ca-G!uconatnaihrbéden ohne weitere C-Quclle 
nur schlecht wuchsen. Fs wurde daher versucht, den Géaransatzen 
eine fiir die Bacterien leichter verwertbare C- Quelle in geringen Mengen 
zuzusetzen, Aus der Tabelle [I ist das Verhalten einiger untersuchter 
Bacterien ersichtlich. Da die Variationsbreite von Parallelversuchen 
oft recht groB ist, sind in der Tabelle Werte wiedergegeben, die das 
Mittel aus fiinf bis sechs Versuchen darstellen, wobei sehr abweichende 
Ergebnisse nicht beriicksichtigt wurden (vgl. Versuchsdurchfiihrung). 

Wie aus der Zusammenstellung hervorgeht, hat ein Zusatz von 
Glucose oder einer anderen fiir die Essigbacterien leicht assimilierbaren 
C- Quelle zumeist einen deutlich giinstigen Einflu8 auf die Umwandlung 


' Vgl. dazu auch A.J. Kluyver u. F. J. G. de Leeww, Tijdschr. v. Vergl. 
Geneesk. 10, 170, 1924. 2 H. Ohle. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 155, 
1934. 
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Tabelle II. 





°) d. Th. an reduzierenden Zuckercarbonsiiuren auf 
folgenden Niihrbéden : 5° Ca-Gluconat in 5°, Hefewasser 
Bacterium 
Zusatz von 


0 0,5 % Glucose 0,5 ° Sorbit 0,5°% Glycerin 
A. orleanense ........ 56,3 106.6 52,1 84,3 
A. escendens ........ 39,0 64,4 44,6 97,7 
yO SOE 43,7 43,8 47,1 54,4 
A. dioxyacetonicum .. 20,2 51,6 
pe er ares 60,0 * 81,2 * 
A. mesoxydans ...... 75,7 ** 85,1 ** 
A. Pasteurianum ..... 7,8 24,1 


* Die angefiihrten Zahten stellen die Gesamtausbeute an reduzierenden Zuckercarbonsiuren 
dar. In den Versuchen hatten sich 23,6 bzw. 56,1% d. Th. an Ca-5-Ketogluconat abgeschieden 

** Auch in diesen Versuchen hatte sich Ca-5-Ketogluconat abgeschieden (24,0 bzw. 
20,2% d. Th.) 


des Ca-Gluconats in reduzierende Zuckercarbonsauren. Nur zwei 
von den sieben untersuchten Bacterien vermégen 5-Ketogluconsaure 
zu bilden. Dabei ist bei dem einen von ihnen die 5-Ketosaure gegeniiber 
den Oxosaiuren mit léslichen Ca-Salzen nur in sehr geringer Menge 
vorhanden. Daraus geht hervor, daB die Dehydrierung der Glucon- 
siure durch Essigbacterien an der Hydroxylgruppe des ©;-Atoms 
keineswegs der Normalfall ist, sondern da8 im Gegenteil hauptsachlich 
andere Stellen des Molekiils bevorzugt angegriffen werden. Fiir A. orle- 
anense, ascendens, kefir konnte durch die Darstellung des Chinoxalin- 
derivats der Nachweis erbracht werden, daB als hauptséchlichstes 
Xeaktionsprodukt die 2-Ketogluconsaure entsteht. 

Ein weiterer Organismus aus der Reihe der Essigbacterien, der 
gleichfalls in hohem Ma8Be zur Umwandlung des Ca-G!uconats in Oxo- 
siuren befihigt ist. ist das A. melancgenum. 

Dieses wurde von MVM. W. Beijerinck! aus Bier isoliert und zeichnet sich 
dadurch aus, daB es in bestimmten Fallen das Substrat intensiv rétlichbraun 
bis braun verfarbt. In Erganzung der von diesem Autor gemachten Angaben 
konnten wir feststellen, daB besonders intensive Verfarbung der Nahrlésung 
auBer auf den von Beijerinck angegebenen C-Quellen auch bei Verwendung 
von NH,-Tartrat sowie ferner auf den Ca-Salzen der Glucon-, Glucohepton- 
und Mannonsaure stattfindet. 

Die Umsetzung des Ca-G!uconats erfolgt bei A. melanogenum in 
verhaltnismaBig kurzer Zeit in guten Ausbeuten (nach 17 Tagen sind 
bereits 82,6°) an reduzierenden Sauren gebildet). Die Reaktion verlauft 
auch in gréBeren Schichthéhen ohne Schwierigkeiten; so findet bei 
einer Schichthéhe von 9,2 em im Verlauf von 29 Tagen ein Umsatz von 
73°, d. Th. statt. Dies ist dies deshalb erwihnenswert, weil alle bisherigen 

1 M.W. Beijerinck, Centralbl. f. Bact. IT, 29, 1911; Uber die biochemi- 
schen Eigenschatten vgl. H. J. Waterman, ebenda 88, 451, 1913. 
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Untersuchungen mit den verschiedensten Essigbacterien wie iiberhaupt 
auch mit anderen Gdarungserregern, die zu oxvdativen Umsetzungen 
befahigt sind, stets nur in niedrigen Schichthéhen zufriedenstellend 
erfolgten. Hinsichtlich der chemischen Natur der entstehenden Oxo- 
sauren liBt sich gegenwartig noch nichts AbschlieBendes sagen; aus den 
bisherigen Untersuchungen geht jedoch hervor, da8 als Hauptprodukt 
der Dehydrierung weder die 5- noch die 2-Ketosaéure entsteht. Die 
5-Ketogluconsadure ist infolge der Schwerléslichkeit des Ca-Salzes leicht 
nachweisbar, auch die 2-Ketogluconsaéure ist durch ihr gut kristalli- 
sierendes K- bzw. Ca-Salz sowie durch die Reaktion mit o-Phenylen- 
diamin leicht zu erfassen. Aus der durch die Einwirkung von A. melano- 
genum umgesetzten Garlésung (mit Ca-Gluconat als C- Quelle) konnte 
keines der obenerwéhnten Produkte isoliert werden. Méglicherweise 
haben wir hier einen bisher noch unbekannten Abbautyp der Glucon- 
siure vor uns. Verschiedene Versuchsergebnisse deuten darauf hin, 
da es sich bei der reduzierenden Saure um |-Guluronséure bzw. ein 
Genusch derselben mit anderen Oxoséuren handelt. 

Versuche tiber die Dehydrierung anderer Zuckermonocarbonsauren 
wurden bisher nur an der d-Mannon- und d-Galactonsaure durchgefiihrt. 
In Erweiterung der dabei gemachten Befunde konnte nunmehr fest- 
gestellt werden, daB die Fahigkeit zur Dehydrierung der d-Mannonsaure 
bei den Essigbacterien weit verbreitet ist ; der Umsatz erreicht allerdings 
nie die gleiche Héhe wie bei der Oxydation der Gluconsaure. Dic 
maximalen Ausbeuten an reduzierender Substanz betrugen 40°, bei 
, bei A. melanogenum. — Das Ca-Salz det 


|-Gulonsaure ist fiir die drei untersuchten Bacterien (A. suboxydans, 


A. suboxydans und 65°, 


A.suboxydans muciparum und A. melanogenum) sehr schlecht an- 
vreifbar; die beste Ausbeute an reduzierender Substanz wurde mit 
A. melanogenum erzielt (26°,). 

Ein ganzlich anderes Bild erhalt man, wenn man das Ca-Salz det 
a-d-Glucoheptonséure in einer geeigneten Nahrlésung der Einwirkung 
der Essigbacterien aussetzt. Das Wachstum derselben ist auf diesem 
Substrat kraftig; schon nach 14 Tagen ist das Reduktionsvermégen 
der Lésung sehr stark und betragt in fast allen Fallen zwischen 90 und 
110°, d. Th. (die Berechnung erfolgte nach den Reduktionstabellen 
fiir die 5-Ketogluconséure, es hat jedoch den Anschein, als ob die aus 
der Glucoheptonsaure entstehenden Oxosiuren ein starkeres Reduktions- 
vermégen aufweisen wiirden, wie aus den tiber 100°, betragenden 
Reduktionswerten hervorgeht). Die Umsetzung ist nach 14 Tagen 
heinahe beendet. Bis zum 30. Tage steigt der Reduktionswert zumeist 
nur noch unwesentlich an. Weder wahrend der Garung, noch beim 
Einengen der Giéarlésung konnten kristallisierte Derivate der ent- 
standenen Ovxosiuren erhalten werden. Eine nahere Identifizierung 
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dieser bisher noch unbekannten Verbindungen bleibt einer spateren 
Arbeit iiberlassen. 

Aus den vorliegenden Beobachtungen ergibt sich demnach, daB 
geeignete Essigbacterien imstande sind, eine Reihe von Oxosauren der 
Zucker zu bilden, die auf rein chemischem Wege nur schwer zuganglicn 
sind. Die weiteren Versuche miissen zeigen, wieweit auch eine pra- 
parative Darstellung derselben auf diesem Wege méglich ist. Ebenso wie 
die Gewinnung von Ketosen diirften auch die genannten Dehydrierungen 
eine Bereicherung der Methoden der praparativen Chemie darstellen 

Von besonderem Interesse war in diesem Zusammenhang fest- 
zustellen, wieweit sich das Durchliiftungsverfahren, dessen methodische 
Vorteile auf der Hand liegen!, auf die Darstellung reduzierender Zucker- 
carbonsaéuren anwenden laBt. Bekanntlich ist ja dasselbe ohne Schwierig- 
keiten fiir die Gewinnung von |-Sorbose oder Dioxyaceton verwendbar 
Im vorliegenden Falle ist es aber bei den meisten Essigbacterien an die 
yenaue Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen gekniipft und 
bietet daher gewisse Schwierigkeiten?. Im A. melanogenum haben wir 
jedoch ein Bacterium vor uns, bei dem die Dehydrierung des Ca-Gluco- 
nats in Durchliiftungskultur ohne weiteres vor sich geht. Im Verlauf 
von 40 Stunden werden in 5° iger Lésung etwa 50°, des Substrats 
umgesetzt. Starker konzentrierte Lésungen (10°,), die durch Bor- 
sdurezusatz? stabilisiert worden sind, kénnen in etwa 4 Tagen durch 
dieses Bacterium verarbeitet werden (Ausbeuten von 85°). 

Die Fahigkeit zur Gluconsaurebildung und zum weiteren Abbau 
dieser Séiure ist jedoch nicht allein auf die Gruppe der Essigbacterien 
beschrankt, sondern allem Anschein nach bei vielen aeroben Bacterien 
vorhanden*. Gewéhnlich scheint eine véllige Veratmung der Glucon- 
siure stattzufinden; unter Umstanden gelingt es jedoch bei manchen 
Organismen, oft in guten Ausbeuten, reduzierende Sauren als Zwischen- 
produkte zu erhalten. Vor allem sind es manche Formen aus der Gruppe 
Pseudomonas, die aus Ca-Gluconat in 70—99°,iger Ausbeute Oxo- 
sduren bilden. Dieses Vermégen ist jedoch von Stamm zu Stamm ver- 
schieden und hangt sehr von den Versuchsbedingungen, besonders von 
der Art der N-Queile ab. Auch in der Durchliiftungskultur geht diese 
Xeaktion ohne Schwierigkeiten vor sich; im Verlauf von 16—24 Stunden 
werden in 5—10°,igen Lésungen von Ca-Gluconat 75—85°, d. Th 
zu 2-Ketogluconsaure umgesetzt. 


t Vgl. dazu Vissert Hooft, Liss. Delft 1925; Wells, Stubbs, Lockwood 


u. Roe, Ind. Eng. Chem. 29, 1385, 1937. 7 Val. auch Bernhauer u. 
Knobloch, 1. e. 1940. , ALJ. Moyer, E. D. Umberger u. J. J. Stubbs, Ind 
Eng. Chem. 82, 1979, 1940. -— 4 Butkewitsch, diese Zeitschr. 159, 411, 1925; 


W. W. Perwoswansky, Microbiologija (russ.) 8, 149, 1939; Perwoswansky u 
Iwaschkewitsch, ebenda 8, 663, 1939. 
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Wie aus den beiden Kurvenbildern (Abb. 1 und 2) ersichtlich ist, 
werden die entstandenen Oxosaduren von den Bacterien manchmal auch 
rasch wieder abgebaut (méglicherweise tiber die entsprechende Penton- 
siure). Die 2-Ketogluconséure kann aus den Garlésungen als Ca-Salz 
in guten Ausbeuten gewonnen werden, wenn man die Versuche beim 
maximalen Gehalt an reduzierender Substanz unterbricht. 


Die Organismen aus der Gruppe Pseudomonas sind also, wenn wir 
einen besonders aktiven Stamm zum Vergleich heranziehen, den Essig- 
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Abb. 1. Versuch iiber die Umwandlung von Ca-Gluconat durch Ps. fluorescens St. 23. Gaswascl 
flasche Schott G3. 200 cem Versuchslésung. Anorganischer Nihrboden. 5% Ca-gluconat. 


Abb. 2. Wie Abb. 1, jedoch Versuch in Rundkolben mit Gasverteilungsstiiben. 15 Liter Versuchs- 
lésung. 


bacterien in bezug auf die Reaktionsgeschwindigkeit bedeutend itiber- 
legen. EKjigenartigerweise wird nach unseren bisherigen Untersuchungen 
d-Mannonsaéure und a-d-Glucoheptonséure von diesen Bacterien nicht 
in reduzierende Zuckercarbonsauren iibergefiihrt. Auch sonst weisen 
diese Organismen in ihrem Stoffwechsel manche Besonderheiten auf, 
durch die sie sich von den Essigbacterien unterscheiden. So ist es uns 
z. B. bisher nicht gelungen, eine Dehydrierung des Sorbits zu I-Sorbose 
oder des Glycerins zu Dioxyaceton mit diesen Bacterien durchzufiihren, 
jedoch mu8 der Einflu8 der Zusammensetzung des Nahrbodens auf 
diese Prozesse noch naher untersucht werden. 


In bezug auf ihr Nahrstoffbediirfnis sind die meisten Arten sehr 
bescheiden; in anorganischen Nahrlésungen gedeihen sie gut und 
bediirfen auch anscheinend keiner Wuchsstoffe. In einer Versuchsreihe 
wurde ein Bacterienstamm insgesamt 20mal auf einem synthetischen 
Substrat fortgeziichtet, ohne daB eine deutliche Schwachung seiner 
physiologischen Fahigkeiten eintrat; auch die bei einigen Arten (z. B 
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Ps. fluorescens) beobachtete gelblichgriine Verfarbung der Garfliissig- 
keit kann bei Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen auf rein 
synthetischen Medien erhalten werden. 

Der in der vorliegenden Arbeit erbrachte Nachweis des Auftretens 
der 2-Ketogluconsaure im Stoffwechsel einer Reihe von Essigbacterien 
und dariiber hinaus auch, von anderen aeroben Bacterien, laBt die Ver- 
mutung aufkommen, da es fiir den aeroben Abbau der Glucose einen 
einheitlichen Weg gibt, der von den meisten Organismen ohne Unter- 
schied ihrer systematischen Stellung eingeschlagen wird. Ahnlich wie 
der anaerobe Weg des Zuckerabbaues bei verschiedenen Mikroben in 
einheitlicher Weise durch das Auftreten der C3-Kérper gekennzeichnet 
ist, scheint ein Hauptweg des aeroben Glucoseabbaues iiber 2-Keto- 
gluconsaure zu fiihren. Verlaufen die Stoffwechselprozesse unter 
optimalen Bedingungen, so gelingt es nicht, Zwischenprodukte der 
Dissimilation zu isolieren. Bei manchen Bacterien ist es jedoch méglich. 
wie oben gezeigt werden konnte, durch Anderung duBerer Faktoren 
(z. B. Zusammensetzung der Nahrlésung) 2-Ketogluconsaéure oft in 
groBen Mengen anzuhaufen. Inwieweit auch bei anderen Organismen 
diese Méglichkeit besteht, miissen spitere Arbeiten ergeben. 

Dickens } konnte bei der Dehydrierung der Phosphohexonsaure das 
Auftreten von Phospho-Ketogluconsiure, -arabonséiure und -erythron- 
siure nachweisen bzw. wahrscheinlich machen. Von Bernhauer und 
Gorlich2 wurde fiir Essigbacterien ein Abbauweg des Zuckermolekiils 
in Erwagung gezogen, der von den Hexosen iiber Pentosen usw. fiihrt. 
Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daB dieser Weg, der durch stufen- 
weise Dehydrierung und Decarboxylierung (Gluconsiure — 2-Keto- 
gluconsaure -- Arabonséiure — Ketoarabonsaure usw.) zu einer volligen 
Verbrennung des Glucosemolekiils fiihrt, anscheinend von vielen 
Organismen beschritten wird. Ob dieser Abbau in allen Fallen mit 
Phosphorylierungsvorgangen gekoppelt sein mu ob also die De- 
hydrierung und Decarboxylierung an den Phosphorsaureestern vor sich 
geht —, wie dies bei der Hefe der Fall ist, kann derzeit noch nicht ent- 
schieden werden. Aufgabe spaterer Untersuchungen wird es sein zu 
versuchen, auch andere Glieder dieser Reaktionskette nachzuweisen 
bzw. zu isolieren. 

Durehfiihrung der Versuche. 


A. Allgemeines. 


Beziiglich der Herkunft der meisten Bacterienstaimme vgl. die Angaben 
in der letzten Veroffentlichung*; die dort nicht genannten Bacterien A. mela- 


' Z. B. Dickens, Nature 188, 1057, 1936; Biochem. J. 32, 1626, 1645, 
1938. — 2 K. Bernhauer u. B. Gérlich, diese Zeitschr. 280, 367, 1935. 
3 Kk. Bernhauer u. H. Knobloch, |. ec. 1940. 
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nogenum, A. mesoxydans und A. aceti stammen von Prof. Dr. A. J. Kluyver. 
Delft’. Die einzelnen Bacterien aus der Gruppe Pseudomonas wurden in 
der mikrobiologischen Abteilung des Instituts fiir Biochemie und Nahrungs- 
mittelchemie durch Dr. N. Holan von verschiedenen Fundorten isoliert 2. 






Die Versuche in Ruhekultur wurden entweder in Erlenme yer-Kolben 
(Palex 300 cem) mit 50cem Nahrlésung oder in Fernbach-Kolben ver- 
schiedener Gr6Be durchgefiihrt. Die Durchliiftungsversuche wurden teils 
in Gaswaschflaschen (Schott) mit Glassinterplatte (G, oder G,), teils in Hefe- 
beliiftungskolben nach Kluyver vorgenommen. Die Versuchstemperatur 
betrug stets 26— 28°. 


Als Nahrlésung diente bei den Essigbacterienversuchen 5°,iges Hefe 
wasser, dem die auf ihren Umsatz zu priifende C-Quelle zumeist in eine! 
Konzentration von 5°, zugesetzt wurde. Die Bacterien wurden in Glucose- 
Hefewasser vorgeziichtet und je 3—5cem der Kultur zur Impfung von 
50 cem Versuchslésung verwendet. Bei den Vertretern der Gruppe Pseudo 
monas erfolgte die Vorziichtung der Kulturen auf Fleischbriihe-Pepton 
Schragagar. Das Alter der verwendeten Kulturen schwankte zwischen 
2 und 10 Tagen. Die Nahrlésung bestand entweder gleichfalls aus Fleisch- 
briihe, oder es wurde einer der anorganischen Nahrbéden folgender Zu- 
sammensetzung verwendet : 


1. 0.05% NaNO,; 0,025% KH,PO,; 0,01% MgSO, - 7H,0. 
2. 0,05% (NH,),SO,; 0,025% KH,PO,; 0,01% MgSO, - 7H,0. 
3.0,2% (NH,),80,; 0.1% KH,PO,; 0,025% MgSO, - 7H,0. 


Als C- Quelle diente gew6hnlich Ca-Gluconat® in 5°,iger Lésung. 

Zur Sterilisation wurden die Nahrlésungen an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen je 1 Stunde im strémenden Dampf erhitzt. Bei den Durchliiftungs- 
versuchen erfolgte die Sterilisation der Nahrlésung in Erlenmeyer-Kolben 
und nicht im VersuchsgefaB, um ein Durchtreten von Fliissigkeit durch dic 
Glassinterplatte zu vermeiden. 

Es sei hier auch ganz kurz auf einige methodische Verbesserungen des 
sterilen Verschlusses von GargefiBen hingewiesen, namlich auf die Kultur- 
kappe nach Kapsenberg* und auf den GlaskappenverschluB °. Die erster 
eignet sich vor allem fiir Kulturréhrchen und kleinere GargefiBe, wihrend 
de letztere von uns u.a. auch zum Verschlu®8 der Gaswaschflaschen bei 
Durchliiftungsversuchen verwendet wurde. Die Kapsenberg-Kappe hat 
sich bei unseren Untersuchungen ausgezeichnet bewahrt: die Versorgung 
der verwendeten aeroben Bacterien mit Luft war hinreichend gewahrleistet. 
Durch die Verwendung von Glaskappenverschliissen konnten wir Infek- 
tionen, die bei Wattest6pseln nach mehrmaliger Probeentnahme des 6fteren 
auftreten, véllig vermeiden. 


1 Herrn Prof. Dr. A.J. Kluyver sei fiir sein treundliches Entgegen 
kommen, das er durch Uberlassung von Bacterienkulturen bewiesen hat, 
auch hier bestens gedankt. 2 Dem Reichsamt fiir Wirtschaftsausbau 


sei hier fiir die Gewahrung einer Forschungsbeihilfe bestens gedankt. . 
3 Der Industrie A.-G., Gassnau sowie der Firma C. H. Boehringer Sohn, ( 
Ingelheim (Rhein) sei fiir die Uberlassung gréRerer Mengen Ca-Gluconat 
auch an dieser Stelle bestens gedankt. ' Vel. dazu G. Kapsenberg, ( 
Centralbl. f. Bact. I, 146, 81, 1940. > Diese Verschliisse werden vom ‘ 


Glaswerk Schott u. Gen., Jena, in den Handel gebracht. 2 
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B. Versuche in Ruhekultur mit Essighacterien. 

Umsetzung von Ca-Gluconat durch verschiedene Essighacterien. Palewx- 
Erlenmeyer-Kolben, je 50 cem Nahrlésung folgender Zusammensetzung: 
5° Hefewasser, 5°, Ca-Gluconat (Reihe 8,). Die Reihe S, erhielt einen 
Zusatz von 0,5°, Glucose, S, einen von 0,5°, . 
0,5% Glycerin. Je sechs Parallelversuche; geimpft mit folgenden Bacterien: 
A. orleanense, A. ascendens, A. kefir, A. dioxyacetonicum, A. Pasteuria- 
num II, A. aceti, A. mesoxydans. Versuchsdauer 30 Tage. Die einzelnen 
Kolben wurden auf das urspriingliche Volumen (50 cem) durch Zugabe von 


) Sorbit, Sy einen solchen evon 


destilliertem Wasser gebracht und an aquivalenten Teilen die Bestimmung 
des Reduktionsvermégens (nach Bertrand) sowie der Wasserstoffionen- 
konzentration mit Hilfe des Folienkolorimeters durchgefiihrt. Eine Gesamt- 
iibersicht tiber die Umwandlung des Ca-Gluconats geht aus der Tabelle I] 
hervor. Die einzelnen Parallelversuche wiesen manchmal sehr abweichende 
Reduktionswerte auf; als Beispiel seien hier einige Versuche der Reihe 8, 
angeftihrt: 
Tabelle III. 








Ss; A. orleanens¢ S; A. ascendens 
Versuch p oO Versuch p 0 
» Oxosiure ; Osi ; 
Nr. H Nr a ene 
l 5,1 51,6 7 8,1 34.8 
2 7,9 52,0 8 7.9 33,2 
o ‘sl 3,2 9 6,4 19.2 
4 6,9 77,6 id 6.9 49.6 
5 1,9 41.6 1] 6,9 24,0 
6 8,1 40,8 12 3,1 53,6 
Mittel: 56,3 Mittel : 39,0 


In den Versuchen, die mit A. aceti bzw. mit A. mesoxydans beimpft 
waren, schied sich nach 12tagiger Versuchsdauer in charakteristischen 
Kristalldrusen Ca-5-Ketogluconat aus. Aus den Versuchen mit A. orleanense, 
A. kefir, A. ascendens wurde das Chinoxalinderivat der 2-Ketogluconsaure 
auf folgendem Wege hergestellt: Die Garlésung wird durch Einengen im 
Vakuum auf einen Gehalt von etwa 10—15°, an Ca-Salzen der Oxosiiure 
gebracht und mit der aquivalenten Menge o-Phenylendiamin sowie einem 
Aquivalent HCl versetzt. Nach 24 Stunden ist zumeist die Ausscheidung 
des Derivats beendet, dasselbe wird abgesaugt und kann nach dem Um- 
kristallisieren aus Wasser leicht durch seinen Schmelzpunkt identifiziert 
werden (Fp.: 199—200° unter Zersetzung). 

Zur Gewinnung des Ca-2-Ketogluconats wurden Versuchslésungen, die 
nahezu gleiche Mengen an reduzierender Substanz enthielten, vereinigt, 
zentrifugiert, zur EnteiweiBung mit etwa | °, des Volumens an kaltgesattigter 
Pb-Acetatlésung versetzt und iiber Nacht stehengelassen. Sodann wurde vom 
gebildeten Niederschlag abzentrifugiert, das Blei aus der klaren Loésung 
mit H,S gefallt und dieselbe nach der Entfernung des Bleisulfids im Vakuum 
bei méglichst niedriger Tempeiatur konzentriert, so dafi der Gehalt an 
Ca-Salz der 2-Ketogluconsaure etwa 25--30°, betrug. Nach langerem 
Stehen im Eisschrank bildeten sich an den Wanden und am Boden des 
GefaBes Kristallkrusten, die durch Absaugen von der Mutterlauge getrennt 
wurden. Ausbeute: etwa 40 °,, der Menge an analytisch festgestellter 2-Keto 
gluconsaure. Bei weiterem Einengen der Mutterlaugen und Versetzen mit 


‘ 
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Alkohol kann eine zweite Fraktion erhalten werden, Beim Umkristallisieren 
des Salzes aus siedendem Wasser geht eine teilweise Zersetzung unte) 
Decarboxylierung vor sich, wobei Ausscheidung von CaCO, stattfindet ; 
daher werden bei dieser Art der Reinigung nur etwa 50 °%, des Rohproduktes 
als reines Ca-2-Ketogluconat erhalten. Die Kristalle zeigen unter dem 
Mikroskop die Gestalt von monoklinen Prismen. Bei 24° lésen sich etwa 
9,3 g Ca-2-Ketogluconat in 100 cem Wasser. Das Salz wurde im Vakuum 
hei 61° (Kp. CHC) iiber P,O,; 40 Stunden getrocknet und an einer Probe 
die Bestimmung des Ca-Gehalts durchgefiihrt (Fallung als Oxalat und 
Titration desselben mit KMnQ,). 

0,400 g Substanz: 17,7 cem n,/10 KMnQ,. 

C,,.H,,0,,Ca-13/,H,O, Gef.: Ca 8.85%; ber.: Ca 8,84%. 

Durch Umwandlung des abgeschiedenen Ca-Salzes in das Chinoxalin 
derivat konnte der Nachweis erbracht werden, daB es sich tatsachlich um 
das Ca-Salz der 2-Ketogluconséure handelte. 0,86 g¢ Ca-Salz wurden in 
10 cem H,O gelést und 0,5 cem HCl sowie 0,44 g o-Phenylendiamin hinzu- 
gefiigt. Nach kurzer Zeit hatte sich das o-Phenylendiamin gelést und, nach 
dem das Reaktionsgemisch iiber Nacht bei Zimmertemperatur gestanden 
war, hatte sich ein dichter Kristallbrei ausgeschieden. Nach dem Absaugen 
und Trocknen 0,80 g Chinoxalinderivat, Fp. 199°. 

Umwandlung von Ca-Gluconat durch A. melanogenum. Fernbach-Kolben 
(15 Liter), 3000 cem Nahrlésung, 5°4 Hefewasser und 5°, Ca-Gluconat: 
Schichthéhe 1,5 bis 2,0 em. Vorziichtung der Impfkultur in einem 200-cem- 
Preis-Kolben in 5°, Hefewasser mit 3° Ca-Gluconat (50 cem Nahrlésung). 
Nach 48stiindiger Bebriitung wurde der Fernbach-Kolben mit dieser Kultur 
beimpft. Versuchsdauer 30 Tage. Temperatur 28 bis 30°. Schon nach etwa 
8 Tagen hatte sich die Nahrl6sung durch die Lebenstatigkeit der Bacterien 
rotbraun verfarbt. Bei Versuchsende wurden nach dem Auffiillen auf da- 
urspriingliche Volumen die analytischen Bestimmungen durchgefiihrt 
Zuckerbestimmung nach Bertrand: | cem verbraucht 6,6 cem n/10 K MnO, : 
dies entspricht einem Umsatz von 73% d. Th. (berechnet als 5-Keto 
gluconsaéure). Auffallend ist, daB die Garlésung schon in der Kalte Fehling 
sche Lésung reduzierte. Das py betrug 5,0. An 40 cem wurde nach dem 
Anséuern mit H,SO, die Menge der fliichtigen Sauren bestimmt: Da- 
Destillat verbrauchte 5,3 cem n/10 KOH, entsprechend 1,6°) Essigsaure. 
Die restliche Lésung wurde von einem dunkelbraun gefirbten Riickstand 
abgesaugt und im Vakuum eingeengt. Es konnte kein kristallisiertes Ca-Salz 
erhalten werden. An einem Teil der Lésung wurde versucht. durch Um 
setzen mit K,CO, das K-Salz der Saéure herzustellen. Nach dem Umsetzen 
wurde die Lésung wieder im Vakuum eingeengt. Auch bei langerem Stehen 
iiber KOH und wiederholtem Animpfen mit dem K-Salz der 2-Ketoglucon 
siure fand keine Kristallisation statt. Durch Zusatz von Alkohol schieden 
sich schmierige braunlich gefairbte Massen aus. Eine Probe der urspriing 
lichen eingeengten Lésung wurde zur Darstellung des Chinoxalinderivate- 
verwendet (vgl. oben). Auch nach 1 Woche hatten sich keine Kristall 
des Chinoxalinderivats der 2-Ketogluconsaéure gebildet. 

Die restliche Lésung diente zur Herstellung verschiedener Derivate 
Das Brucinsalz zeichnete sich dadurech aus, da8B es verhaltnismaBig schwe 
léslich ist. Es ist aus Alkohol umkristallisierbar und hat dann den Fp. 187°. 
Mit der Isolierung der Oxosiure sowie mit ihrer Konstitutionsaufklaruny 
sind wir noch beschiaftizt. 

Versuche iiber die Umwandlung von Ca-Mannonat durch verschieden 
Essighacterien. Erlenmeyer-Kolben Schott 100 cem, mit 25cem Nahrlésung 
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bestehend aus 5°; Hefewasser, 3°, Ca-Mannonat. Versuchsdauer 30 Tage. 
Nach dieser Zeit wurde das Reduktionsvermégen und das py der Garlosung 
bestimmt. Ergebnisse vgl. Tabelle IV. 





Tabelle IV. 
% Ca- % Ca- 
Bacterium Keto- Pu Bacterium kKeto- Pu 
gluconat * gluconat * 

A. mesoxydans ........ 17,8 4,6] A.suboxydansmuciparum 45,7 9 4,3 
A. Pasteurianum I .... 1,6 Gt Ay CIM oes. ee ates 0 7,9 
A. acetosum ........ sis 6,9 | A. zythi ... ie leeon a 0 7,0 
A. orleanense .......... 591A. melanogenum ....... 65.9 = 4,5 
A. suboxydans more Ree GRORE. Sak cccnckiecucnd: (ee 140 
A. gluconicum ......... 7,8 








* Die Berechnung der reduzierenden Substanz erfolgte als Ca-5-Ketogluconat, da die Oxo- 
Siuren, die aus Mannonsdure entstehen, bisher noch nicht bekannt sind 


Versuche diber die Umwandlung von Ca-Mannonat durch A. melano- 
genum. Palex-Erlenmeyer-Kolben 300 com mit je 50cem Nahrlésung, 
bestehend aus 5°, Hefewasser und 3°,, Ca-Mannonat. Auch hier trat nach 
ungefihr 8 Tagen eine Verfarbung der Garfliissigkeit ein, die jedoch nicht 
so stark war wie bei den Versuchen mit Ca-Gluconat. Versuchsdauer 
30 Tage. Die 20 gleichartig beimpften Kolben wurden einzeln auf ihi 


Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Lésung untersucht. Die 
Werte schwankten zwischen 4,0 und 7,4ccm n/10 KMnO, je 2cem Gar- 
lésung. Der durchschnittliche Umsatz betrug 41,7°,. Kristallisierte 


Produkte konnten aus der Garlésung nicht erhalten werden. 

Versuche tiber die Umwandlung von |-Gulonsdéure'. Palex-Erlenmeyer- 
Kolben 300 cem mit je 50 cem Nahrlésung: 5°, Hefewasser, 3°, Gulon- 
sdure, 1°, CaCO,. Versuchsdauer 70 Tage. 





Versuch . 
u Bacterium ’) Ketosiiure * 
Nr. 

2 A. melanogenum ..... a 

3, 4 A SODORVUARE os ne 13,5 

5, 6 A. suboxydans muciparum 7 


* Berechnet als Ca-5-Ketogluconat. 


Versuche tiber die Umwandlung von a-d-Glucoheptonsdiure'. Ansatz wie 


zuvor, jedoch 3° a-d-Glucoheptonséurelacton. 





Versuch 


Nr Bacterium ® Ketosdure * lag 
l A. melanogenum .............. 104 15 
2 aa pe era wore 133 30 
3 Ay OUROSVGAHE ok eee es 111 15 
4 ‘ z: SaRs esl exes 97 30 
5 A. suboxydans muciparum .... 195 15 
6 we Re in =e 126 30 
7 A. mesoxydans ...... Tae 69 15 
8 ms Se Ms aes cal ae ca anes 123 30 


* Berechnet als Ca-5-Ketogluconat 


Nach Versuchen von W. Bakowsky. 
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Die Garlosungen, die mit A. melanogenum geunpft waren, hatten sich 
sehr stark rotbraun vertarbt. Chinoxalinderivat konnte aus den Versuchen 
mit A. suboxydans nicht erhalten werden. Kristallisierte Produkte konnten 
aus keinem der Ansatze isoliert werden. 


(', Versuche mit A. melanoge num in Durchhiiftungskultu 


Versuche in Gaswaschfaschen Schott mit Sinterplatte G3. 100 cem 
Losung: 5°, Hefewasser, 5°, Ca-Gluconat, 1°, CaCO,. Nach 7 Tagen 
73°, an Ketoverbindung. Versuche iiber die Umwandlung von 10°,igen 
Ca-Gluconatl6sungen: 50cem Nahrlésung, 5°, Hefewasser, 10°, Ca 
CaCO,. Nach 4 Tagen 85°, Umsatz 


Gluconat, 0,5°. Borséure, 2% 


dD Ve rsuche tihe r de n Abhau vrOn Ca-Gluconat durch verschiede he aerohe 
Bacterien. 

Versuche mit Ps. fluorescens: 100 cem Schott-Erlenmeyer-Kolben mit 
25cem Nahrlésung (vgl. Tabelle); als C-Quelle 5°, Ca-Gluconat. Nach 
7, 14, 21 Tagen wurde an steril entnommenen Proben das Reduktions 
vermoégen bestimmt. 











Stamm 16 18 
Nahrboden * 1 2 3 H B l 2 } H B 
7 Tage O 0) 58 0 0 5 Sie: 13 () 
©, Ketoséure M3 e 3 ] 0 10.) 37 14 0 
| »] 4 0 2 _ 0 y 5 13 14 V 
Stamm 19 23 
Naihrboden * l 2 } H B I 2 3 H B 
| 7 Tage 9; 6 0|2: 0 0 6/93 :14: 0 
°”, Ketosaure 4 ws 22 | Sp.| 2 33 0 4 10 14 (0) 
in ,, 1391'6:'0/9'0'o! 2 15 0 
Stamm 27 25 
Nihrboden * 1 2 3 H B l 2 } H B 


| 7 Tage O 0:44; 0 r 0 Qo | 53 Oo 2, 


°, Ketosaure r- yy 3 a 6h } 3 0 2 } 1 36 
i Pere eet ent O12 1 o' 3 
* Vgl. dazu Punkt A, Seite 408: H = 5% Hefewasser, B = Fleischbriihe 


Aus den Garansitzen mit Stamm 16, 18, 23, 25 wurde versucht, das 


Chinoxalinderivat der 2-Ketogluconsaéure herzustellen. In allen Fallen wa: 
die Reaktion positiv und das Derivat konnte in guten Ausbeuten gewonnet 
werden. An Stelle von (NH,),SO, eignet sich auch in gleicher Weise be 
manchen Bacterien NH,NO, als N-Quelle, wahrend Alkalinitrate nu 
wenig geeignet sind. Wesentlich fiir den raschen und quantitativen Ver 
lauf der Dehydrierung ist auch die Einhaltung einer neutralen Reaktion, 
die sich eher nach der alkalischen, jedoch nicht nach der sauren Seite vet 
schieben darf. 
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Versuche in Fernbach-Kolben: 2 Liter mit 400 cem Nahrloésung wie 


zuvor, Schichthéhe 1.5¢m. Nach 8&8 Tagen wurden etwa 94°, des Ca- 
Gluconats in 2-Ketogluconat umgewandelt. In gr6éBeren Schichthéhen 


(Fernbach-Kolben 5 Liter mit 2000 cem Nahrlosung: Schichthéhe 2.5 —3 em 
geht die Umsetzung nur unvollstandig vor sich. Nach 7 Tagen sind etwa 
30°, nach 14 Tagen 45°, d. Th. an ’Oxosaéure gebildet worden 

Versuche iiber die Umwandlung des Ca-Gluconats unter Durchlittung 
100 cem Nahrlésung mit Nahrboden 3, durchliiftet in Schott-Gaswasch- 
tlaschen. Nach 12 Stunden bereits kraftiges Wachstum. Nach 16 Stunden 
erfolgte die Entnahme von Proben und die Bestimmung des Reduktion- 
vermogens 





Ketosiiure nach Ketosiure nact 
Stamm Stamin 
16 Stunden 24 Stunden 16 Stunden 24 Stundet 
16 70 ib 23 79 66 
18 58 78 95 50 60 


Versuche in Hefebeliiftungskolben nach Kluyver Je 2 Liter Nahr- 
lésung 3, Versuch geimpft mit Stamm 23. Nach 24 Stunden Reduktions- 
vermégen von 86°, d.Th. Nach dem Einengen im Vakuum und langerem 
Stehen im Eisschrank konnte aus den Garlésungen das Ca-2-Ketogluconat 
kristallisiert gewonnen werden 

Auch stirker konzentrierte Lésungen werden in guten Ausbeuten von 
Ps. fluorescens verarbeitet. Nahrlésung 3 mit 10°,, Ca-Glueconat, 0,5° 
Borsdure und 1°, CaCQO,, 200 ecem in einer Gaswaschflasche durchliiftet, 


nach 40 Stunden 85°, d. Th. an 2-Ketogluconséiure. Stamm 23. Wie 
zuvor, jedoch mit 15°, Ca-Gluconat, 1°, Borsaure und 1,5°,, CaCO 
nach 70 Stunden 64 d. Th. Stamm 23. 


Dem Reichsamt fiir Wirtschaftsausbau sei fii die Férderung det 
Arbeit bestens gedankt. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bildung reduzierender Zuckercarbonsauren aus Ca-Gluconat 
unterliegt bei den verschiedenen Essigbacterien Schwankungen, sowoh! 
hinsichtlich der Menge als auch der Art der entstehenden Ketosauren 

2. Es konnte gezeigt werden, da} die Fahigkeit zur Bildung von 
2-Ketogluconséure bei sehr vielen Essigbacterien vorhanden ist und 
daB die Eigenschaft, 5-Ketogluconséure zu bilden, demgegeniiber in 
den Hintergrund tritt. 

3. Die 2-Ketogluconséure kann unmittelbar in Gdransatzen sehr 
leicht als Chinoxalinderivat nachgewiesen und unter Einhaltung be- 
stimmter Bedingungen auch ¢eren Menge annahernd bestimmt werden. 

4. Es gelang, das Ca-Salz der 2-Ketogluconsaéure erstmals in 
kristallisierter Form zu erhalten. 

5. A. melanogenum bildet aus Ca-Gluconat in hoher Ausbeute 


‘ine noch nicht identifizierte Oxosadure, die aber weder die 5- noch die 
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2-Ketosaure ist. Die Umsetzung geht auch in groBen Schichthéhen in 
guten Ausbeuten vor sich. 

6. Auber der Gluconsdiure werden auch d-Mannonsiure, a-d-Gluco- 
heptonsaure und in geringem Umfang auch |]-Gulonséure von bestimmten 
Essigbacterien unter Bildung von Oxosaéuren umgesetzt. 

7. A. melanogenum ist befaéhigt, auch in Durchliiftungskultur 
reduzierende Zuckercarbonsaure zu bilden. 

8. Die Fahigkeit zur Erzeugung von Oxoséuren aus Ca-Gluconat 
ist auch bei anderen Bacterien vorhanden. Ps. fluorescens vermag in 
Ruhekultur in geeigneten Nahrlésungen in 7 Tagen 70--90°, der 
Gluconsaure in 2-Ketogluconsaure iiberzufiihren. Diese Fahigkeit ist 


bei den einzelnen Stémmen jedoch verschieden stark ausgepragt. 

9. In Durchliiftungskultur vermégen bestimmte Stamme_ von 
Ps. fluorescens im Verlauf von 16—24 Stunden 5°,ige Lésungen von 
Ca-Gluconat in 75—85°,iger Ausbeute in 2-Ketogluconsaure  iiber- 


zufiihren. Auch stirker konzentrierte Lésungen (l0—15°%,) kénnen 
unter diesen Bedingungen rasch umgesetzt werden. 

10. Der 2-Ketogluconsaure scheint als Zwischenglied eines aeroben 
Abbauweges des Glucosemolekiils bei vielen Organismen eine gewisse 


Bedeutung zuzukommen. 
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Die verschiedenartige Wirkung 
gerinnungsaktiver Substanzen. 
Von 
F. Widenbauer und Ch. Reichel. 

(Aus der Gaukinderklinik Posen.) 


(Eingegangen am 11, August 1911. ) 


Wie wir in einer friiheren Arbeit nachweisen konnten, beruht die 
Gerinnungsaktivitat wasseriger Gewebsextrakte nicht auf dem Gehalt 
an Kephalin oder einem Kephalin-EiweiBkomplex, denn durch er- 
schépfende Lipoidextraktion bleibt diese Eigenschaft erhalten. Die 
Wirkung dieser Gewebsextrakte ist vielmehr durch EjweiBkérper 
bedingt. Im Gegensatz hierzu steht Gehirnextrakt, dessen Gerinnungs- 
aktivitat durch Petrolaétherextraktion vollkommen verlorengeht. In 
diesem Falle ist ein alkohollésliches Lipoid, das wir Kephalin (/) be- 
nannten, der Trager der Wirkung. Es ist nicht unwahrscheinlich, dab 
es noch weitere gerinnungsaktive Substanzen gibt. So sei in diesem 
Zusammenhang darauf hingewiesen, da Charles, Fisher und Scott aus 
Lunge eine gerinnungsaktive Substanz isoliert haben, die nicht 
Kephalin ist. 

Es gibt also wenigstens zwei chemisch verschiedene Kérperklassen 
mit Gerinnungsaktivitét. Es lag nun nahe, Untersuchungen dariiber 
anzustellen, ob diese chemisch verschiedenen Kérper nicht auch eine 
verschiedenartige Gerinnungsaktivitat besitzen. 

Die Gerinnung von Oxalatplasma in Anwesenheit von Calcium. 
ionen wird sowohl durch Kephalin (/)-Emulsionen und wasserige Gehirn- 
extrakte wie auch durch wasserige Extrakte anderer Gewebe (Schild- 
driise, Lunge, Herz) stark beschleunigt. Bei einer derartigen einphasigen 
Versuchsanordnung kann jedoch ein eventuell verschiedenartiger 
Angriff der einzelnen gerinnungsaktiven Substanzen nicht erkannt 
werden. Wir untersuchten diese daher nun in zweiphasigen Versuchen 
auf. Thrombokinase-Kigenschaft, d.h. auf die Fahigkeit, aus Pro- 
thrombin bei Anwesenheit von Caleiumionen Thrombin zu_ bilden. 


Versuchsanordnung. 


Als Prothrombinlésung wurde gealtertes Rinderserum verwendet, das 
kein Thrombin mehr enthielt. Rinderserum zogen wir menschlichem Serum 
vor, da es prothrombinreicher ist und sich deshalb fiir unsere Versuche 
besser eignete. Die gleichen Ergebnisse konnten jedoch auch mit Menschen- 
serum gewonnen werden. 
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Die frischen Gewebe wurden mit Quarzsand gut zerkleinert, mit 
physiologischer Kochsalzlésung im Verhaltnis 1: 5 suspendiert, 10 Minuten 
hei 45° erwirmt und zentrifugiert. Gehirnextrakte stellten wir uns auch aus 
Gehirn-Aceton-Trockenpulver dar. 

Kephalin (1) wurde nach der in unserer ersten Arbeit angewandten 
Methode aus Menschen- oder Kaninchengehirn dargestellt und in Kochsalz 
lésung emulgiert, so daB schwach triibe Emulsionen entstanden. 

Die Gerinnungsversuche wurden in halbkugeligen Glasschialehen im 
Wasserbad bei 37° durchgeftihrt. 0,1 cem Serum wurden mit 0,1 cem det 
zu untersuchenden Lésung und 0,1 cem Calciumchloridlésung (0,28 %ig) 
10 Minuten bei 37° inkubiert. Dann wurden sorgfaltig 0,04 —0,07 cem 
Natriumoxalat- (1,34 °>ig) oder -citratlésung (3,8 °(ig) zugesetzt und gut 
vermischt. AnschlieBend Zugabe von 0,1 cem Oxalatplasma. Priifung auf 
Gerinnung mit einem diinn ausgezogenen Glasstabchen. 

Da sich verschiedene Gewebsextrakte als sehr caleciumreich erwiesen, 
wurden auch Inkubationsversuche ohne Zusatz von Calciumchlorid an 
gesetzt und ferner zur Sicherung, daB keine Calcniumionen nach dem Zusatz 
von Oxalat oder Citrat mehr vorhanden waren — was dann falsche Ge- 
rinnungsergebnisse gebracht hatte —, auch Leerversuche in der umgekehrten 
Reihenfolge angestellt, bei welehen dann keine Gerinnung auftreten durfte. 
0,leem Serum + 0,04—0,08 eem Oxalat- oder Citratlisung + 0,1 cem det 
zu untersuchenden Lésung + 0,1 ecm Caleiumchloridlésung wurden ebenso 
lange inkubiert als der Hauptversuch und dann mit Oxalatplasma versetzt. 
Bei geniigendem Zusatz von Oxalat oder Citrat darf keine Gerinnung auf- 
treten. Der geringste CaleiumiiberschuB geniigt schon zur Auslésung einer 
sehr schnellen Gerinnung. 

Samtliche verwendeten Organextrakte und Kephalinemulsionen er- 
wiesen sich bei der Vorpriifung mit Oxalatplasma bei Gegenwart von 
Calciumionen als stark gerinnungsaktiv. Sie beschleunigten die Gerinnung 
des Plasmas um das 5- bis 10fache. Die Extrakte waren frei von Thrombin. 

Versuchsergebnisse. 

Bei Inkubation von Serum mit Gehirnextrakten entstand aus 
Prothrombin Thrombin, denn zugesetztes Oxalatplasma gerann bei 
Abwesenheit von Caleiumionen nach 60—120 Sekunden. Ebenso 
konnten Kephalin (/)-Emulsionen aus Prothrombin Thrombin bilden: 
das Oxalatplasma gerann nach 90—120 Sekunden. Gehirnextrakte 
und Kephalin besitzen demnach Thrombokinase-Eigenschaft. Das 
gerinnungsinaktive alkoholunlésliche Kephalin (w) besitzt diese Eigen 
schaft nicht. 

Bei Inkubation von Serum mit Extrakten aus Lunge, Heiz und 
Schilddriise konnte nach Entfernung der Calciumionen niemals eine 
Gerinnung des zugesetzten Oxalatplasmas beobachtet werden, d.h 
es entstand kein Thrombin aus Prothrombin und diese Gewebsextrakte 
sind keine Thrombokinase. 

Demnach kommt den beiden chemisch verschiedenen Kérpern mit 
Gerinnungsaktivitat eine verschiedenartige Gerinnungswirkung zu. 
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Ln unserer ersten Arbeit berichteten wir iiber aus Lunge. Herz und 
Schilddriise mit Petrolather und Benzo! extrahierte Lipoide mit Ge 
rinnungsaktivitaét. Diese Lipoide besitzen ahnlich wie das aus Gehirn 
hergestellte Kephalin (/) und im Gegensatz zu den unverandert stark 
gerinnungsaktiven lipoidfreien Herz-, Lungen- und  Schilddriisen- 
Riickstanden Thrombckinase-Rigenschaft, d. h. sie fiihren Prothrombin 
bei Gegenwart von Calciumionen in Thrombin iiber. Es ergibt sich also 
die eigenartige Tatsache, daB wasserige Lungen-, Herz- und Schild 
driisenextrakte Lipoide mit Thrombokinase-Eigenschaft enthalten, diese 
aber im Zustand der natiirlichen Bindung nicht zur Geltung kommt. 
Dieses Verhalten scheint uns ganz eindeutig gegen die Bedeutung des 
von Howell angenommenen Lipoid-EiweiBkomplexes zu sprechen 


Zusammenfassung. 

Zwei chemisch verschiedene Stoffe bzw. Stoffklassen  besitzen 
Gerinnungsaktivitaét, nimlich unter den Lipoiden besonders Kephalin (1) 
und bestimmte EiweiBkorper in Lungen-, Herz- und Schilddriisengewebe. 

Der chemischen Verschiedenheit dieser gerinnungsaktiven Stoffe 
entspricht auch eine verschiedenartige Wirkung. Wahrend Kephalin (/) 
und als Trager desselben Gehirnextrakte Thrombokinase-Eigenschaft 
besitzen, d.h. Prothrombin in Thrombin umwandeln, vermégen dies 
Lungen-, Herz- und Schilddriisenextrakt nicht. Thre Gerinnungs 
aktivitat ist andersartig. 

In Lunge, Herz und Schilddriise kommen Lipoide mit Thrombo 
kinase-Eigenschaft vor, in den wasserigen Extrakten tritt sie jedoch 
noch nicht hervor, sondern erst nach deren Freisetzung durch Lipoid- 
lésungsmittel. Diese Tatsache spricht gegen die Existenz eines ge- 
rinnungsaktiven Lipoid-EiweiBkomp!exes. 
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